PCT/DE98/01409 



kTENT cooperation trl . , Y 



From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

NOTIFICATION OF ELECTION 

(PCT Rule 61.2) 


To: 

uniteo oidies roient ana i raaemarK 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
29 January 1999 (29.01.99) 




International application No. 
PCT/DE98/01409 


Applicant's or agent's file reference 
K 2559 


International filing date (day/month/year) 
22 May 1998 (22.05.98) 


Priority date (day/month/year) 
23 May 1997 (23.05.97) 


Applicant 

LITTLE, Melvyn et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

[ X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

16 December 1998 (16.12.98) 



| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X \ was 

□ 



was not 



made before the expiration of 1 9 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


Kari Huynh-Khuong 


1211 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



Form PCT/IB/331 (July 1992) 



2452052 



Der Antrag ist bei der zustdndigen mit der ir^^onnlen vortaufigen Priifung beauftragten Behdrde oder, 'Mtfz^ei oder mehr Behdrden zustandig sind, bei der 
vom Anmeldergewahlten Behdrde einzureichen. Der Anmelder kann den Namen oder den Zweibuchstaben-Code der Behdrde aufder nachstehenden Zeile angeben 

epea/ 



PCT 



KAPITEL H 



ANTRAG AUF INTERNATIONALE VORLAUFIGE PRUFUNG 

nach Artikel 31 des Vertrags iiber die internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens: 
Der (die) Unterzeichnete(n) beantragt (beantragen), daB fur die nachstehend bezeichnete internationale Anmelduns 
die internationale vorlaufige Priifung nach dem Vertrag Uber die internationale Zusammenarbeit auf dem 

Gebiet des Patentwesens durchgefuhrt wird. 

— ___ Von der mit der internationaJen yoriaufigen Priifung beauftragten Behorde auszufiillen — — — 



Bezeichnung der IPEA 



Eingangsdatum des ANTRAGS 



Feld Nr. I KENNZEICHNUNG DER INTERNA TIONALEN ANMELDUNG 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

K 2559 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/01409 


Internationales Anmeldedatum {Tag/Monat/Jahr) 

22.5.1998 


(Friihester) Priori tatstag (Tag/Monat/Jahr) 

23.5.1997 


Bezeichnung der Erfindung 

Mutierter 0KT3-Antikorper 


Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: (Famiiienname. Vorname; bei jurisrischen Personen vollstdndige amtliche Bezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Posileirzahl und der Name des Status anzugeben. ) 

Deutsches Krebsf orschungszentrum 
Stiftung des off entlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 
69120 Heidelberg 


Telefonnr.: 


Telefaxnr.: 


Femschreibnr.: 


Staatsangehorigkeit (Staat): Sitz oder Wohnsitz (Staat)- 

DE DE 



Name und Anschrift: (Famiiienname. Vorname; bei jurisrischen Personen volbtandige amtliche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben.) 



LITTLE, Melvyn 
Fritz-von-Briesen-Str . 10 
0-69151 Neckargemund 



Staatsangehbriskeit (Staat): 

G8 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Name und Anschrift: { Famiiienname, Vorname; bei jurisrischen Personen vollstdndige amtliche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. i 


KIPRIYANOV, Sergey 
Furtwanglerstr . 3 
69121 Heidelberg 




Staatsangehorigkeit (Staat): 

RU 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


jcx 1 Weitere Anmelder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Blatt 1) (Januar 1994: Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/01409 



Fortsetzung von Feld Nr. II ANMELDER 



Wird keines der folgenden F elder benutzX, so ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufiigen. 
Name und Anschrift: (Familienname, Vorname: bei juristischen Personen volbtdndige amtlichc Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben.) 

MOLDENHAUER , Gerhard 
Bruckenstr. 41 
D-69120 Heidelberg 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



DE 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Name und Anschri ft: ( Familienname. Vorname: bei juristischen Personen vollstdndige amtlickt Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. ) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



Name und Anschrift: ( Familienname, Vorname; bei juristischen Personen volbtdndige amttiche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



Name und Anschrift: ( Familienname. Vorname; bei juristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. ) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 



| | Weitere Anmelder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Fortsetzungsblatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/01409 



Feld Nr. Ill ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELL ANS CHRIFT 
Die folgende Person ist QT] Anwalt [^] gemeinsamer Vertreter 

und I I ist vom (von den) Anmelder(n) bereits fruher bestellt worden und venritt ihn (sie) auch fur die internationale vorlaufiee 
— 1 Priifung. 

Q wird hiermit bestellt; eine etwaige friihere Bestellung eines Anwalts/gemeinsamen Vertreters wird hiermit widerrufen. 

I | wird hiermit zusatziich zu dem bereits fruher bestellten Anwalt/gemeinsamen Vertreter, nur fur das Verfahren vor der 
> ' mit der internationalen voriaufigen Priifung beauftragten Behorde bestellt. 



Name und Anschrift: (Familienname t Vorname: beijuristischenPersmenvollstandigeamlicheBezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Postieitzahl und der Name des Stoats anzugeben. ) 

Dr. Andrea SchuGler 

RUBER & SCHUSSLER 
Paten tanwalte - Patent Attorneys 
Truderinger StraBe 246 • 81825 Miinchen 
Tel. 089/42 72 47 48 • Fax 089/42 72 47 49 



Telefonnr.: 



Tele fax nr.: 



Femschreibnr.: 



□ Dieses Kastchen ist anzukreuzen. wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obi<*en 
Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben wird. 



Feld Nr. IV ERKXARUNG B ETREFFEND ANDERUNGEN 



Der Anmelder wiinscht, daB die mit der internationalen voriaufigen Priifung beauftragte Behorde* 

i) I I d . ie internationale vorlaufige Priifung auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der urspriins;lich 
I 1 emgereichten Fassung aufnimmt. 

die Anderungen nach Artikel 34 

| | der Beschreibung (Anderungen liegen bei) 

1 1 der Anspriiche (Anderungen liegen bei) 

| | der Zeichnungen (Anderungen liegen bei) 
beriicksichtigt. 

die^beim Internationalen Buro eingereichten Anderungen der Anspriiche nach Artikel 19 beriicksichtigt (Kopie liegt 
die Anderungen der -Anspriiche nach Artikel 19 nicht beriicksichtigt, sondern ais uberholt ansieht. 

den Beginn der internationalen voriaufigen Priifung bis zum Ablauf von 20 Monaten ab dem Prioritiitsdatum 
aufschiebt, sofern die Behorde nicht eine Kopie nach Artikel 19 vorgenommener Anderungen oder eine Erklarung des 
Anmelders erhalt, daB er keine solchen Anderungen vornehmen will (Regel 69.1 d)). (Dieses Kastchen darf nur 
angekreuzt werden, wenn die Frist nach Artikel 19 noch nicht abgeiaufen ist.) 



in) 


□ 


iv) 


□ 


v) 


□ 



* Wenn kein Kastchen angekreuzt wird. wird mit der internationalen voriaufigen Priifung auf der Grundlage der internationalen 
Anmeldung in der urspriinglich eingereichten Fassung begonnen; wenn eine Kopie der Anderungen der Anspriiche nach 
Artikel 19 und/oder Anderungen der internationalen Anmeldung nach Artikel 34 bei der mit der internationalen voriaufigen 
Priifung beauftragten Behorde eingeht, bevor diese mit der Erstellung eines schriftlichen Bescheids oder des internationalen 
voriaufigen Priifungsberichts begonnen hat wird jedoch die geanderte Fassung verwendet. 



Feld Nr. V BENENNUNG VON STAATEN ALS AUSGEWAHLTE STAATEN 



Der Anmelder benennt als ausgewahlte Staaten alle auswahlbaren Staaten (das heifit, alle Staaten, die bestimmt wurden 
und durch Kapitel II des PCT gebunden sind) ausgenommen 



(Mochte der Anmelder bestimmte Staaten nicht auswdhlen. sind die Namen oder Zweibuchstaben-Codes dieser Staaten 
auf den obenstehenden Zeilen anzugeben.) 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Blatt 2) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/01409 



FeldNr. VI KONTROLUSTE 



Dem Antrag liegen folgende Unterlagen fur die Zwecke der 
internationalen vorlaufigen Priifung bei: 



1. 


Anderungen nach Artikel 34 




erhalten 


nicht erhalten 




Beschreibung 


Blatter 


□ 


□ 




Anspriiche 


Blatter 


□ 


□ 




Zeichnungen 


Blatter 


□ 


□ 


2. 


Begleitschreiben zu den 










Anderungen nach Artikel 34 


Blatter 


□ 


□ 


3. 


Kopie der Anderungen nach Artikel 19 


Blatter 


□ 


□ 


4. 


Kopie einer Erklarung nach Artikel 19 


Blatter 


□ 


□ 


5. 


Sonstige (einzeln auffuhren) : 


Blatter 


□ . 


□ 



Von der mit der internationalen vorlaufigen Priifung 
beauftrasten Behorde auszufullen 



Dem Antrag liegen aufierdem die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1- [^] unterzeichnete gesondene Vollmacht 4. Q^] Blatt fur die Gebuhrenberechnung 

2. | | Kopie der all gemeinen Vollmacht 5. | ^ | sonstige (einzeln auffuhren): 

3. | | Begriindung fur das Fehlen der Unterschrift Scheck 



Feld Nr. VII UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS, ANWALTS ODER GEMEINSAMEN VERTRETERS 



Der Namejeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht aus dem Antrag ergibt, 
inwelcher Eigenschqft die Person unterzeichnet. 



Dr. Andrea SchuBler 

A. )d^&Ms- 

Patentanwa It in 



Munchen, 16.12.1998 



Von der mit der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragten Behorde auzufullen 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs des ANTRAGS: 



2. Geandertes Eingangsdatum des Antrags aufgrund 
von BERICHTIGUNGEN nach Regel 60.1. b): 



3 I 1 Eingangsdatum des Antrags NACH Ablauf von 19 Monaten ab 

I ' Prioritatsdatum; Punkt 4 und Punkt 5, unten, finden keine Anwenduns. 



□ 



Der Anmelier wurde 
entsprechend unterrichtet 



4. [^] Eingangsdatum des Antrags INNERHALB 19 Monate ab Prioritatsdatum wegen Fristverlangerung nach Regel 80.5. 



5. I I Das Eingangsdatum des Antrags liegt nach Ablauf von 1 9 Montaten ab Prioritatsdatum, der verspatete Einsang ist aber nach 
1 1 Regel 82 ENTSCHULDIGT. 



Vom Internationalen Biiro auszufullen 



Antrag vom IPEA erhalten am: 



Formblatt PCT/IPEA/401 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



VERTRAG^jBER DIE INTERNATIONALE ZUSWl 
DEM GEBIET DES PATENTV^E 



MENARBEIT 
NS 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 

HUBER, Bernard 
Huber & Schiissler 

Truderinger Strasse 246 ~~~~7~rr:~-- 
D-81825 Munchen < 
GERMANY ! 


MITTEiLUNG UBER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERNATfONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 

(Regel 44.1 PCT) 

( 

1 Q A . A3. . . 


(Tag/Monat/Jahr) 91/10/1998 


Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwaits 

K 2559 


WE1TERES VORGEHEN siehe Punkt 1 und 4 unten 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/01409 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Mona VJahr) ^ 2/05/ \ 99 8 



Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG 



Dem Anmelder wird mitgeteilt. daB der Internationale Recherchenbericht erstellt wurde und ihm hiermit ubermittelt wird. 
Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Artikel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der international Anmeldung andern (siehe Regel 46): 
Bis wann sind Anderungen einzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Anderungen betragt ublicherweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
internationaien Recherchenberichts: weitere Einzelheiten smd den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind die Anderungen einzureichen? 

Unmittelbar beim International Buro der WIPO. 34. CHEMIN des Colombettes CH-121 i Genf 20 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nan ere Hinweise sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. Q Dem Anmelder wird mitgeteilt. daB kein international Recherchenbericht erstellt wird und daB 
Artikel 17(2)a) ubermittelt wird. 



ihm hiermit die Erklarung nach 



. i I Hinsichtlich des Widerspruchsgegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebiihr (zusatzlicher Gebuhren) nach Reael 40 2 wird 
' — 1 dem Anmelder mitgeteilt. daB 

| | der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Internationaien Buro ubermittelt worden 
sind. 

I | noch keine Entscheidung uber den Widerspruch vortiegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheiduna 
Weiteres Vorgehen: Uer Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die internationale Anmeldung vom Internationaien Buro veroffent- 
Itcht. Wjl^der Anmelder die Veroffentlichung verhindern Oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben. so muBgemaB Regel 90 f 
bzw. 90 .3 vor AbschluB der techntschen VorbererUngen fur die internationale Veroffentlichung eine Erklarung uber die Zurucknah- 
me der internationaien Anmeldung Oder desPrioritatsanspruchs beim Internationaien Buro eingehen. 

Innerhaib von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf internationale vorlaufige Prufung einzureichen. wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationaie Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtern sogarnoch lanqer) 
verschieben mochte. y y / 

Innerhaib von 20 Monaten seit dem Prioritatsdatum muB der Anmelder die fiir den Eintritt in die nationaie Phase vorgeschriebenen 
Handlungen vor alien Bestimmungsamtern vornehmen, die nicht innerhaib von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum in der 
Anmeldung oder einer nachtraglichen Auswahlerklarung ausgewahlt wurden Oder nicht ausgewahlt werden konnten da fiir sie 
Kapitel II des Vertrages nicht verbindlich ist. 



Name und Postanschrift der Internationaien Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 

Dominique Parijs 



Formblatt PCT/ISA/220 (Januar 1 994) 



Ar^^tKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/^^ 

Diese Anmerkungen sollen grtindlegende Hinwei 3 e zur Einreichung von Anderungen gemaB Artikel 1 9 geben. Diesen Anmerkunaen 
liegen die Erforderntaae des Vertrags Gber die Internationale Zusammena/beit au( dem Gebiet des Patentwesens fPCT) dar aT^!! 
ordnung und der VerwattungsrichMinion zu diesem Vertrag zugrunde. Be, Abweichungen zwischen diesen Anmerkungen und 9S " 
WlPO^nSehmen 3 " maflgebend Nahere Eiru.lh.itan sinddem PCT-Loitfaden tor Anmeleter. einer Veroffentlichung der 

^T^^Z^tT" , V tT end !l! n ' Art * e ' V? 0 ^ 1 ' und beziehen sich jeweils auf die Bestimmungen des 

PCT-Vertrags. der PCT-Ausfuhrungsofdnung hzw. der PCT-Verwaltungsrichtlinien. 

HINWEISE ZU ANDERUNGEN GEMASS ARTIKEL 19 

Nach Email des irrtemaUonalen Rechorchenberiehfs hat der Anmelder die Moglichkeit. einrnal die Anspruche der internationalen 
Anmeldung zu *"*>rr^£j> nt jedoch zu betonen, daB, da alls Teile der internationalen Anmeldung (AnsprOche. Beschreibung und 
^^T^^^nT^"^^^" PrOfungsverfahren, geandert warden konnen. r£rnalerweise keine Notwendigkeit 
^1^7T^ k T 1 ach 1 9 elnzur8,chen . au " er wenn der Anmelder z.B. zum Zwecke eines vorfaufigen 

dw^ffertlichungdeser Anspruche wunscht oder ein anderer Grund (Or eine Anderung der AnsprOche vor ihrer intemationa- 
len Veroffentlichung voriiegt. Werterrwn tst zu beachten, daB ein vorlaufiger Schutz nur in einigen Staaten erhaltlich »t. 

Welche Telle der Internationalen Anmeldung konnen geandert warden? 

Im Rahman von Artikel 1 9 konnen nur die Anspruche geandert werden. 

l^LT^l^^ Phasek6nnan die AnsprOche auch nach Artikel 34 vor dar mft der internationalen vorlaufigen PrOfung beauf- 
tragter, Barrtrde geandert (oder nochmals geandert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungeo konnen nur nach Artikel 34 
vor der mrt der internationalen vorlaufigen PrOfung beauftragten Behorde geandert werden. 

4^g"ea^dert we^teU" 1 ' 00 * 10 M "" 0n aMe Te,,e ^ "*>onal9n Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 

Bis warn sind Anderungan elnzureichen? 

H«DT^Tr^ ei Monate " der Ubermrttlung des internationalen Recherchenbenchts oder innerh alb von sechzehn Monaten ab 
£rn £ ^ t IV, F " at B * P t tor Die Anderungen gatten jedoch als rechtzeitig aingaraicht, wenn sie 

tz^^^z^^s %T^:£n aber noch vor Abach,ufl * r techni8chen »' * 

Wo sind die Anderungen nicht elnzureichen? 

ein\£e^ InternationaJen Buro. nicht aber be.m AnmeWeamt oder der InlemationaJen Acheron en be horde 

Falls ein Antrag auf Internationale voriaufige PrOfung etngereicht wurde/wird, siehe unten. 
In weteher Form konnen Anderungen erfolgen? 

™!J^^ n ?^l G ^ 9e , n x dU ' Ch Streicnur ^ e,nes odor ^ehrerer ganzer Anspruche, durch HinzufOgung eines oder mehrerer 
neuer Anspruche Oder durch Anderung des Wortiauts ernes oder mehrerer Anspruche in der etngereicht en Fas sung. 

Farjedes ArapruchsWatt. das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem ursprOnglich eingereichten Blatt 
unterscheidet, ist ein Ersatzbiatt einzuretchen. v 

A/le AnsP^che, die auf einem Ersatzblatt erscheinen, sind mrt arabischen Ziffem zu numerieren. Wird ein Anspruch gestrichen so 
brauchen t d» anderen AnsprOche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumeherung sind die AnsprOche forti auf end zu 
numeneren (VerwaJtungsnchtlinien, Abschnrtt 205 b)). ^ romaurend zu 

Die Anderungen sind In der Sprache abzufassen, In der dlelnternatJonale Anmeldung verofferrtllcht wird. 

Welche Untertagen sind den Anderungen beizufOgen? 
Beglertachrelbon (Abmcrinltt 205 b)): 

Die Anderungen sind mit einem Begleitachreiben einzureichen. 

?Jt .^9 lertscnreik f n wird nicht zusammen mrt der intemationaJen Anmeldung und den geinderten Anspruchen veroffentlicht Es 
■at nicht zu verwechseln mit der 'ErWarung nach Artikel 19(1)' (siehe unten, 'ErWarung nach Artikel 19 (1)-). 

chin^T^^L^ des Anmelders In engllscher oder tranzosischer Sprache abzutassen. Bel engllschspra- 

Z JtfZL S^T atl °" An | m «W«^n 1st das Begleitschreiben aber ebenfalls In engllscher, bel franzoslschsprachigen Inter- 
natlonalen Anmeldungen in tranzosischer Sprache abzufassen. y 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/IS A/220 (Blatt 1) (Januar 1994) 



ANMERK^^EN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (fjQbung) 

lm Begleitschreiben sind die Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der eingereichten Fassung und den geanderten An 3 nnVh 0 n 
anzugeben. So ist msbesondere zu jedem Anspruch in der intemationalen Anmeldung anzugeben (gleichlautende Anaaben ™ 
verscniedenen Anspruch en konnen zusammengefaBt warden), ob «°««n zu 

i) der Anspruch unverandert ist; 

ii) der Anspruch gestrichen word en ist; 

iii) der Anspruch neu ist; 

iv) der Anspruch einen oder mehrere An sp ruche in der eingereichten Fassung ersetzt, 
der Anspruch auf die Teilung eines Anspruchs in der eingereichten Fassung zurOckzufOhren ist. 



v) 



lm folgenden sind Beispiele angegeben, wle Anderungen lm Begletts^hreiben zu eriautem slnd: 

1 . fWenn anstelle von ureprOnglich AS AnsprOchen nach der An de rung einiger AnsprOche 51 AnsprOche existierenl 
Die ^Pruche 1 bis 2% 31 , 32, 34, 35, 37 bis 4Q werden durch geanderte AnsprOche gleicher Numenerung ersetzt; Anspruche 

30, 33 und 36 unverandert; neuo AnsprOche 49 bis 51 hinzugefugt • 

2. [Wenn anstelle von ursprOnglich 15 Anspruchen nach der An de rung alter Anspruche 1 1 Anspruche existierenl 
Geanderte Anspruche 1 bts 11 treten an die Stelle der Anspruche 1 bis 15." 

3. [Wenn ursprOnglich 1 4 AnsprOche existierten und die Andenjngen darin bests hen, daft einige AnsprOche gestrichen werden und 
neue Anspnjche hinzugefugt werden): 

Anspruche 1 bis 6 und 14 unverandert; Anspruche 7 bis 1 3 gestrichen; neue Anspruche 15, 16 und 1 7 hinzugefugt. "Oder' An- 
spruche 7 bts 13 gestnchen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefugt; site ubhgen Anspruche unverandert. " 

4. [Wenn verse hied en e Arten von Anderungen durchgefuhrt werden] 
■Anspruche 1-10 unverandert; AnsprOche 1 1 bis 13, 18 und 19 gestrichen; Anspruche 1 4, 15 und 16 durch geanderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 1 7 in geanderte AnsprOche 15, 16 und 1 7 unterteilt; neue AnsprOche 20 und 21 hinzugefOgt. ■ 

"ErkJarung nach Artikel 19<ir (R«gei 46.4) 

Den Anderungen kann eine ErkJarung beigettgt werden, mrt der de Anderungen eriautert und ihre Auswirkungen auf die 
Beschreibung und die Zeichnungen dargelegt werden (die nicht nach Artikel 19 (1 ) geandert werden konnen). 

Die Erttarung wird zusammen mrt der intemationalen Anmeldung und den geanderten Anspruchen verofferttUcht 
Sle Ist In der Sprache abzufassen. In der die intemationalen Anmeldung verdffentllcht wird. 

Sie muB kurz gehaiten sein und dart, wenn in engiiacher Sprache abgefaflt oder ins Englische ubersetzt, nicht mehr aJs 500 
Wdrter umf assen 

Oie Erkiarung ist nicht zu verwechseln mrt dem Begleitschreiben, das auf die Untersch.ede zwischen den AnsprOchen in der 
eingereichten Fassung und den geanderten AnsprOchen hinweist, und ersetzt letzteres nicht. Sie ist auf einem gesonderten Blatt 
emzureicnen und in der Uberschnft ais soiche zu kennzeichnen. vorzugsweise mit den Worten "ErWanjng nach Artikel 19 (1)". 

Die ErWarung dart keine herabsetzenden AuBerungen Ober den intemationalen Recherchenbencht Oder die Bedeutung von in dem 
Bencht angefuhrten Veroffentlichungen enthalten. Sie dart auf im intemationalen Recherchenbencht angefOhrte Veroffentlichun- 
gen, die s.ch auf einen bestimmten Anspruch beziehen, nur im Z us am men hang mit einer Anderung dieses Anspruchs Bezua 
nenmen. 

Auswirkungen eines bereft* gestellten Antrags auf Internationale vorlaufige PrOfung 

Ist zum Zeitpunkt der Einreichung von Anderungen nach Artikel 19 bereits ein Antrag auf Internationale voriaufige PrOfung 
gestellt worden so sollte der Anmelder in seinem fnteresse gleichzeitig mit der Einreichung der Anderungen betm Intemalion aien 
BGro such .eine Kopie der Anderungen bei der mit der intemationalen voriaufigen PrOfung beauftragen Be horde einreichen (siehe 
rtegei o*;.<: a), erster oatz). 

; V c^t 15 " Von Anddnjn9en hin**chtllch der Obersetzung derinternationaJen Anmeldung beim Eintrttt In die 
**«Aionaie Phase 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB bei Eintritt in die nationale Phase mSglicherweise an start oder zusatzlich zu der Ober- 
setzung der Anspruche in der eingereichten Fassung eine Ubersetzung der nach Artikel 19 geanderten AnsprOche an oie 
bestimmten/ausgewahlten Amter zu ubermitteln ist. 

Nahere Einzetbeiten Ober die Erfordemisse jedes bestimmten/ausgewahlten Amts sind Band II des PCT-Leitfadens fur Anmelder 
zu entnenmen. 



Anmerkungen zu Foonblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 



Vorab per TELEFAX an N^^089 / 2195 2221 (17 Sei 



PCT 

ANTRAG 

Der Unterzeichnete beantragt. daB die vorliegende 

iiiLC'i uuLivjiiuic rtiiiiicitiuii^. iiciL.ii uciii v erudg uocr Qic 
internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 
Patentwesens behandelt wird. 


Internationales Aktenzeichen 


Internationales Anmeldedatum 


Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" 


Aktenzeichen des Anmeiders oder An waits (falls gewiinscht) 
(max. 12 Zeichen) ^ 25 5 9 


Feid Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Mutierter 0KT3-Antik6rper 


Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: ( Familienname, Vorname: bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bet. der Afischrift sind die Postleitzahl und der Name des Siaats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmeiders. sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

Deutsches Krebsf orschungszentrum 
Stiftung des of fent lichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 
D - 6S120 Heidelberg (DE) 


" 1 1 Diese Person ist 
' ' gieichzeitig Erfinder 

Telefonnr.: 
Teiefaxnr.: 
Femschreibnr.: 


Staatsan2€h6ri2keit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder | | aJie Bestim- aliebestimmungsstaatenmuAusnahme j 1 nur die Vereinigtcn I 1 die im Zusatzfeld 

rurtotgende staaten: | 1 mungsstaaten 2L& der Vereimgten Staaten von Amerika | | Staaten von Amcrika 1 1 an°e?ehenen Suaum 


Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname: bei juristischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeicnnunp. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmeiders. sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.} 

LITTLE , Melvyn 

Fritz -von-Briesen-Str. 10 

D - 69151 Neckargemund (DE) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

| | Anmelder und Erfinder 

1 I nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

I 1 angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nichtnotig. } 


Staatsansehoriskeit (Staat): 

GB 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder i ] alle Bestim- 1 1 alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme ^ w nur die Vereinieten 1 1 die im Zusatzfeld 

rurrolgende Staaten: | 1 mungsstaaten 1 | der Vereinig ten Staaten von A merika AA Staaten von Amerika L | anaeoebenen Staaten 


X X Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fonsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden. um fiir den (die) Anmelder TTY1 i 1 semeinsamer 

vor den zustandigen internationalen Behorden in foigender Eigenschaft zu handeln als: r 1 Anwalt [_| Vertreter 


Name und Anschrift: (Familienname. Vorname; beijuristischen Personen vollstandige amtliche Bezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. ) 

HUB ER , Bernard 

Patentanwalte Huber & SchuBler 

Truderinger Str. 246 

D - 81825 Munchen fDEV 


Telefonnr.: 

49 89 / 4272 4748 

Teiefaxnr.: 

49 89 / 4272 4749 

Femschreibnr.: 


1 | Dieses Kastchen ist anzukreuzen. wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obisen Feld 
i ! eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. 



Forrnblatt PCT/RO/101 (Blatt 1) (Januar 1997: Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. . . 2. 



Fortsetzung von Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Wird keines der folgenden F elder benutzt, so ist dieses Blatt dent Antrag nicht beizufugen. 


iodine uuu ntiauin in. f rumiiicnnume, vomame, Del juristiscnen rersonen voitstanaige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleiizahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat isi der Staai des Sitzes oder Wohnsires des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

KIPRIYANOV, Sergey 

Furtwanglerstr . 3 

D - 69121 Heidelberg (DE) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmeider 

| | Anmeider und Erfinder 

1 I nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

I 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht not ig. ) 


Staatsansehoriskeit (Staat): 

RU 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmeider i | ane B esiim- 1 1 alle Besiimmungsscaaten mit Ausnahme KTJ] nur die Vereiniaicn 1 1 die im Zusatzfeld 

furfolgende Staaten: [ 1 mungsstaaten | [ der Vereinigten Staaien von Amerika [_J Staaten von Amerika I I angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Famiiienname, Vomame: bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzah! und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

MOLDENHAUER , Gerhard 

Sruckenstr. 41 

D - 69120 Heidelberg (DE) 


Diese Person ist: 
| [• nur Anmeider 

I 1 Anmeider und Erfinder 

1 I nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

I i angekreuzt. so sind die nachstehenden 

Angaben nicht no tig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmeider i | a Jle Besiim- 1 ] alle Bestimmungsstaaien mit Ausnahme fT^I nur die Vereinigten 1 1 die im Zusatzfeld 

turtoigende Staaten: | [ mungssiaaten | f der Vereinigten Staaien von Amerika |*_aJ Staaten von Amerika I | angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Famiiienname. Vomame: bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders. sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmeider 

1 | Anmeider und Erfinder 

1 I nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

I 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmeider i 1 alle Besiim- 1 I alle Bestimmungssiaaten mit Ausnahme 1 1 nur die Vereinieten J 1 die im Zusatzfeld 

fur toigende Staaten: ( (mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika 1 1 angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: ( Famiiienname. Vomame: bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
1 a die f*i m F M in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wolinsitzes des 
Anmelders. sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmeider 

| | Anmeider und Erfinder 

I | nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

I 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig, ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmeider i 1 alle Bestim- 1 1 alle Besummungsstaaten mit Ausnahme 1 1 nur die Vereinisten j 1 die im Zusatzfeld 

rurroigende Staaten: | | mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika | I angegebenen Staaten 


1 Weitere Anmeider und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/RO/I0I (Fortsetzungsblatt) (Januar 1997; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Feld Nr. V BESTIMMUNG 



Blatt Nr. . . 3 , 



STAATEN 



# 



Die folgenden Bestimmungen nach RegeJ 4,9 Absatz a werden hiermit vorgenommen (bine die entsprechenden Kastchen ankreuzen; wenigstens 
ein Kastchen mufi angekreuzt werden): 

Regionales Patent 

□ AP ARIPO-Patent: GH Ghana. GM Gambia, KE Kenia. LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan. SZ Swasiland. 

UG Uganda, ZW Simbabwe und jeder weitere Staat. der Venragsstaat des Harare-Protokolls und des PCT ist 

□ EA Eurasisches Patent: AM Armenien, AZ Aserbaidschan. BY Belarus, KG Kirgisistan. KZ Kasachstan, MD Republik 

Moldau. RU Russische Foderation. TJ Tadschikistan. TM Turkmenistan und jeder weitere Staat. der Venragsstaat des 
Eurasischen Patentubereinkommens und des PCT ist 
JSf EP Europaisches Patent: AT Osterreich. BE Belgien. CH und LI Schweiz und Liechtenstein, DE Deutschland. 

DK Danemark. ES Spanien. FI Finnland. FR Frankreich. GB Vereinigtes Kbnigreich. GR Griechenland. IE Irland. 
IT Italien. LU Luxemburg, MC Monaco. NL Niederlande. PT Ponugal. SE Schweden und jeder weitere Staat. der 
Venragsstaat des Europaischen Patentubereinkommens und des PCT 1st 

□ OA OAPI-Patent: BF Burkina Faso. BJ Benin. CF Zentralafrikanische Republik. CG Konso. CI Cote dTvoire. 

CM Kamerun. GA Gabun. GN Guinea, ML Mali. MR Mauretanien. NE Niger, SN Senenal.^TD Tschad, TG T020 
und jeder weitere Staat. der Venragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls cine andere Schitizrechtsart oder ein sonstiges 
Verfahren gewiinschi wird. bine auf der gepunkteten Linie angeben) 

Nationales Patent (falls eine andere Sciuazrechtsan oder ein sonsriges Verfahren gewiinschi wird. bine auf der gepimkieten Linie angeben ): 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ ■ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



AL 
AM 
AT 
AU 
AZ 
BA 
BB 
BG 
BR 
BY 
CA 



Albanien Q 

Armenien Q 

Osterreich . □ 



Australien 

Aserbaidschan 

Bosnien-Herzegowina 

Barbados 

Buigarien 

Brasilien 

Belarus 
Kanada 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein 

CN China 

CU Kuba 

CZ Tschechische Republik 

DE Deutschland 

DK Danemark 

EE Estland 

ES Spanien 

FI Finnland 

GB Vereinigtes Kdnigreich 

GE Georgien 

GH Ghana 

GM Gambia 

GW Guinea-Bissau 

HU Ungarn 

ID Indonesien 

IL Israel 

IS Island 

JP Japan 

KE Kenia 

KG Kirgisistan 

KP Demokratische Volksrepublik Korea 



□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 



LT Litauen 
LU Luxemburg 
LV Lettland 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MVV Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Ponugal 

RO Rumanien 

RU Russische Federation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereiniste Staaten von Amerika 



UZ 
VN 
YU 
ZW 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 
Simbabwe 



KR Republik Korea 
KZ 

Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 
Lesotho . . . 



LC 
LK 
LR 
LS 



Kasachstan Kastchen fur die Bestimmung von Staaten (fur die Zwecke eines 

nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffentlichung 

dieses Formblatts beieetreten sind: 

□ 

□ 

□ 



Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem 

PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der Bestimmung von . 

Der Anmelder erklan. daB diese zusatzlichen Bestimmungen unter dem Vorbehalt einer Bestatigung stehen und jede zusatzliche 
Bestimmung, die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Priori tatsdatum nicht bestatigt wurde. nach Ablauf dieser Frist als vom 
Anmelder zuruckgenommen gilt. ( Die Bestatigung einer Bestimmung erfolgtdurchdie Einreichung einer Mineilung, in der diese Bestimmung angegeben wird, 
und die Zahlung der Bestimmungs- und der Bestdtigungsgebuhr. Die Bestatigung mufi beim Anmeldeamt innerhalb der Frist von 15 Monaten eingehen.) 



Formblatt PCT/RO/IOI (Blatt 2) (Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Aniragsformular 



Feld Nr. VI PRIORITATSAN 



Blatt Nr. 



Weitere Prioritatsanspruche sind im Zusatzfeld angegeben. | | 



Die Prioritat der folgenden friiheren Anmeldung(en) wird hiermit beansprucht 



Staat 

(Anmelde- oder Bestimmungsstaat 
der Anmeldung) 



Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen 



Anmeideamt 
( nur bei remonaler oder 
internationaler Anmeldun g) 



(1) 



DEUTSCHLAND 



(2) 



23. Mai 1997 
(23 .05 .97) 



197 21 700.1 



(3) 



Dieses Kdstchen ankreuzen, wenn die beglaubigte Kopie der friiheren Anmeldung von demAmt ausgestellt werden soli das fur die Zwecke dieserinternationalen Anmeldun? 
Anmeideamt ist(eine Cebiihr kann veriangr werden): 

&Y\ Das Anmeideamt wird hiermit ersucht. eine beglaubigte Abschrift der oben in Zeile(n) 1 

U — I bezeichneten friiheren Anmeldung(en) zu erstefien und dem Internationalen Buro zu (it 



ubermitteln. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



EPA 



Wahl der Internationalen Recherchenbehorde (ISA) (Sind z>vei oder mehr Internationale 
Recherchenbehbrden fiir die internationale Recherche zustandig. ist der Name derBehbrde anzugeben, 
die die Internationale Recherche durchfiihren soil: Zweibuchstaben-Code genii gt): IS A /_ 

Friihere Recherche: Auszufiillen. wenn eine Recherche (internationale Recherche, Recherche internationaler Art oder sonstige Recherche) bereiis 
bei der internationalen Recherchenbehorde beantragt oder von ihr durchgefuhrt worden ist und diese Behorde nun ersucht wird, die internationale 
Recherche soweitwie moglich auj die Ergebnisse einer solchen friiheren Recherche zu stutzen. Die Recherche oder der Recherchetiantrae ist durch 
Angabe der betreffenden Anmeldung ( bz\v. deren Ubersetzung ) oderdes Recherchenantrags zu bezeichnen. 

Staat (oder regionales Amt): Datum (Tag/Monat/Jahr) : Aktenzeichen: 



Feld Nr. VIII KONTROLLISTE 



Diese internationale Anmelduns umfaBt: 



1. Antrag 

2. Beschreibung 

3. Anspriiche 

4. Zusammenfassung 

5. Zeichnunsen 



4 Blatter 

7 Blatter 

2 Blatter 

1 Blatter 

2 Blatter 



Dieser internationalen Anmeldung liegen die nachstehend ansekreuzten Unterlaaen bei: 



□ 



Unterzeichnete gesondene 
Vollmacht 



5. }( X | Blatt fiir die Gebiihrenberechnung 



Insgesamt ^7 Blatter 



2 I I Kopie der allgemeinen 6. I I Gesonderte Angaben zu hinter- 
I 1 Vollmacht " I I legten M i kxoorgani s me n 

3. I I Begriindung fur das Fehlen 7. I I Sequenzprotokolle fiir Nucleotide 
' ' der Unterschrift I 1 und/oder Aminosauren (Diskette) 

Nr. vi kennzeichnen): Text fur Priobeleg 

Q030 G 1137 



Jch e ck Nr. — zt^^^ 

der Zeichnungen (falls vorhanden) soli mit der Zusammenfassung veroffentlicht werden 



Abbilduns Nr. 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholeiu und es ist anzugeben. sofern sich dies nicht eindeutis aus dem Antras 
ergibt. in welcher Eigetiscnafi die Personunterzeichnet. 

Munchen, 22. Mai 1998 




1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
internationalen Anmeldung: 


2. Zeichnungen 

1 1 einge- 

1 1 gangen: 

1 ] nicht ein- 
1 1 gegangen: 


3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich. jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser internationalen Anmelduns: 


4. Datum des fristserechten Eincanss der anseforderten 
Richtigsteilungen nach Artikel fl(2) PCT : 


5. Vom Anmelder benannte _ 
Internationale Recherchenbehorde: loA / 


6. 1 1 Ubermittlung des Recherchenexemplars bis zur 
1 1 Zahlung derTRecherchengebiihr aurgeschoben 





Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Internationalen Biiro: 



Formblatt PCT/RO/101 (letztes Blatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Dieses Blah 



cht Teil und zahlt nicht als Blatt der inte 



alert Anmelditng. 



PCT 



BLATT FUR DIE GEBUHRENBERECHNUNG 
Anhang zum Antrag 



Aktenzeichen des Anmelders 

oder Anwalts J( 25 5 9 



Von Anmeldeamt auszufullen 



Internationales Aktenzeichen 



Eingangsstempel des Anmeldeamts 



Anmelder 



Deutsche s Krebsforschunqszentrur 



BERECHNUNG DER VORGESCHRIEB ENEN GEBUHREN 
I . UBERMITTLUNGSGEB UHR 



150 ,00 



2. RECHERCHENGEBUHR , 

Die internationale Recherche ist durchzufuhren von 



EPA 



2 . 200 ,00 



( Sind iwei oder me hr Internationale Recherchenbehdrden fiirdie Internationale Recherche zustiindig. 
ist der Name der Behdrde anzugeben, die die internationale Recherche durchfiihren soil. ) 



3. INTERNATIONALE GEB UHR 
Grundgebiihr 

Die internationale Anmeldung enthalt 
umfafit die ersten 30 Blatter . . . . 



17 



Blatter. 



800 ,00 



Anzahl der Blatter Zusatzblattaebuhr 
iiber 30 

Addieren Sie die in Feld b, und b, eingetragenen 
Betrage. und trasen Sie die Summe in Feld B ein 



800 ,00 



Bestimmungsgebiihren 
Die internationale Anmeldung enthalt 

3 x ~ 184,00 



_3_ 



Bestimmunsen. 



Bestimmunsssebiihr 



552 ,00 



Anzahi der zu zahlenden 
Bestimmungsgebiihren (maximal II) 
Addieren Sie die in Feld B und D eingetragenen 

Betrage, und tragen Sie die Summe in Feld I ein 

{Anmelder aus einigen Staaien haben Anspruch aufeine Ermql$igun$ der international en Gebiihrum 
75%. Hat der Anmelder ( oder haben alle Anmelder } einen solchen Anspnich. so hetrdgt der in Feld I 
einzutragende Gesamibetrag 25% der Summe der in FeldB und D eingetragenen Bet rage. ) 

4. GEBUHR FUR PRIORITATSBELEG 

5. GESAMTBETRAG DER ZU ZAHLENDEN GEBUHREN 
Addieren Sie die in Feldern T. S, I und P eingetragenen Betrage. 

und tragen Sie die Summe in das nebenstehende Feld ein 



1 .352 ,00 



35 ,00 



3 .737 ,00 



INSGESAMT 



| | Die Bestimmungsgebiihren werden jetzt noch nicht gezahlt. 



ZAHLUNGSWEISE 

| | Abbuchungsauftrag (siehe unten) | | Bankwechsel 

jTx] Scheck Nr. 2003061137| | Barzahlung 

1 | Postanweisung | | Gebuhrenmarken 



| | Kupons 

| | Sonstige (einzeln angeben): 



ABBUCHUNGSAUFTRAG (diese Zahlungsweise gibt es nicht bei alien Anmeldeamtern) 

Das Anmeldeamt/ I 1 wird beauftragt. den vorstehend angegebenen Gesamtbetrag der Gebuhren von meinem laufenden 

' 1 Konto abzubuchen. 

wird beauftragt. Fehlbetriige oder Uberzahlungen des vorstehend angegebenen Gesamtbetrags der 
Gebuhren meinem laufenden Konto zu belasten bzw. gutzuschreiben. *" 

wird beauftragt, die Gebuhr fur die Ausstellung des Prioritatsbelegs und seine Ubermittlung an das 
Internationale Buro der WIPO von meinem laufenden Konto abzubuchen. 



□ 
□ 



Kontonummer 



Datum (Tag/Monat/Jahr) 



Unterschrift 



Formblatt PCT/RO/I01 (Anhang) (Juli 1997; Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zum Blatt fiir die Cebuhrenberechnung 
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Mutierter OKT3-Antik6rper 

Die voriiegende Erfindung betrifft einen durch eine Punktmutation an Position 
H100A mutierten OKT3-Antik6rper, Verfahren zu seiner Herstellung sowie seine 
5 Verwendung. 

OKT3 ist ein aus Maus stammender monoklonaler Antikorper vom IgG 2a-Typ, 
der ein Epitop einer e-Untereinheit des menschlichen CD3-Komplexes erkennt 
(Kung et al., Science 206, S. 347-349 (1979); Van Wauwe et al., J. Immunol. 

10 124 , S. 2708-2713 (1980); Transy et al., Eur. J. Immunol. 19, S. 947-950 
(1989)). Das Verfahren, den monoklonalen Antikorper aus dem entsprechenden 
Hybridom zu erhalten, ist in diesen Druckschriften im Detail beschrieben. AuBer- 
dem wurde die OKT3 produzierende Hybridomazellinie am 26. April 1979 unter 
der ATCC-Nummer CRL 8001 bei der American Type Culture Collection, 1 2301 

15 Parklawn Drive, Rockville, MD, 20852 von der Inhaberin des EP-Patents 0 018 
795 hinterlegt. OKT3 wird seit langem benutzt, um eine T-Zellantwort zu unter- 
drucken und dadurch die AbstoSung von Transplantaten zu verhindern (Thist- 
lethwaite et al., Transplantation 38, S. 695-701 (1984); Woodle et al., Trans- 
plantation 51, S. 1207-1212 (1991)). Andererseits kann durch OKT3 auch eine 

20 T-Zell-Aktivierung und Proliferation ausgelost werden, die Effektorzellen anregt, 
was bei der adoptiven Krebs-lmmuntherapie eingesetzt werden kann (Yannelly 
etal., J. Immunol. Meth. 1, S. 91-100 (1990)). OKT3 wurde sowohl alleine als 
auch als Komponente eines bispezifischen Antikorpers eingesetzt, um cytotoxi- 
sche T-Lymphozyten gegen Tumorzellen oder Virus-infizierte Zellen zu richten 

25 (Nitta et al., Lancet 335 , S. 368-376 (1 990); Sanna et al., Bio/Technology 13, 
S. 1 221 -1 224 (1 995)). Aufcerdem sind auch humanisierte Versionen des 0KT3- 
monoklonalen Antikorpers, die in COS-Zellen exprimiert wurden, bekannt (Wood- 
le et al., J. Immunol. 148 , S. 2756-2763 (1992); Adair et al., Human. Antibod. 
Hybridomas, S. 41-47 (1994)). Bisher bestand aber das Problem, dafc OKT3 

30 keine ausreichende Stabilitat aufweist und inbesondere sich nicht in bekannten 
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rekombinanten Expressionssystemen stabil und in genugender Menge exprimie- 
ren la&t. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand deshalb darin, OKT3 rekom- 
5 binant zu exprimieren und einen Antikorper zu erhalten, der eine befriedigende 
Stabilitat aufweist. 

Die Aufgabe wird durch die Gegenstande der Patentanspruche gelost. 

10 Von den Erfindern wurde gefunden, dad durch Einbringen einer Punktmutation 
an Position H100A der Aminosauresequenz von OKT3 die Stabilitat um ein 
Vielfaches zunimmt. Diese Punktmutation betrifft den Austauch von Cystein 
gegen eine andere polare Aminosaure, bevorzugt Serin, in der Aminosaurese- 
quenz von OKT3. 

15 

Zur Herstellung eines erfindungsgema&en Antikdrpers wird von mRNA aus frisch 
subklonierten Hybridomazellen von OKT3 ausgegangen. Die cDNA wird nach 
den dem Fachmann bekannten Methoden, die beispielsweise in Dubel et al., J. 
Immunol. Methods 175 , S. 89-95 (1994) beschrieben wurden, hergestellt. Die 

20 fur die variable Domane der leichten Kette kodierende DNA kann mittels PCR 
unter Verwendung geeigneter Primer, z.B. mittels der Primer Bi5 and Bi8, die an 
den aminoterminalen Teil der konstanten Domane der /c-Kette und die "Frame- 
work 1 (FR1 )-Region der variablen Domane der *-Kette hybridisieren, hergestellt 
werden (Dubel et al., vgl. vorstehend). Fur die Amplifikation der DNA, die fur die 

25 variable Domane der schweren Kette codiert, konnen beispielsweise der Primer 
Bi4, der an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane 1 der y-Kette 
hybridisiert {Dubel et al., vgl. vorstehend) und der Primer Bi3f, der an die FR1- 
Region der schweren Kette hybridisiert (Gotter et al., Tumor Targeting 1, S. 
1 07- 114(1 995) , verwendet werden. 

30 

Die amplifizierte DNA wird danach in einen fur die Sequenzierung und fur "site- 
specific mutagenesis" geeigneten Vektor, wie er dem Fachmann bestens be- 



10 



WO 98/52975 PCT/DE98/01409 

- 3 - 

kannt sind, inseriert. Beispielsweise kann der von der Firma Stratagene ver- 
triebene Vektor pCR-Skript SK{ + ) verwendet werden. Mutationen werden in der 
von OKT3 stammenden v H -Domane durch gerichtete Mutagenese ("site specific 
mutagenesis") eingebracht. Die dafur notwendigen Bedingungen sind dem 
Fachmann bekannt, beispielsweise auch in Kunkel et al. ( Meth. Enzymol. 1 54, 
S. 367-382 (1987) beschrieben. Die Aminosauresubstitution an der Position 
H100A von OKT3 (Austausch von Cystein) wird geeigneterweise unter Ver- 
wendungdes Primers SK1 5'-GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC durchgefuhrt, 
falls ein Austausch gegen Serin an dieser Position ausgefuhrt werden soil. 



Die so veranderte DNA kann danach in einen Vektor bzw. Expressionsvektor 
kloniert werden. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Fade eines 
Expressionsvektors sind dies pGEMEX, pUC-Derivate Oder pET3b. Fur die Ex- 
pression in Hefe sind z.B. pY100 und Ycpad 1 zu nennen, wahrend fur die Ex- 

15 pression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4 anzugege- 
ben sind. Fur die Expression in Insektenzellen eignet sich besonders der Bacuio- 
virus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-1 . Die Expression in E. coli ist erfindungs- 
gemafc bevorzugt, wofur vorzugsweise der in Fig. 1 gezeigte Vektor pHOG21 
(Kipriyanov et ah, J. Immunol. Methods 1 96 , S. 51-62 (1996) eingesetzt wird, 

20 worin das mutierte 0KT3-Einzelketten(scFv)-Gen als Ncol/BamHI DNA-Fragment 
insertiert ist. Es kommt zur Expression eines an der Position 100 A (Kabat- 
Nummerierungssystem) mutierten einzelkettigen Antikorpers OKT3, der die in 
Fig. 2 gezeigte Sequenz aufweist. 

25 Der Fachmann kennt geeignete Zellen, um eine in einem Expressionsvektor vor- 
liegende DNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen umfassen die E. coli- 
Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM109, BI21 und SG 13009, den 
Hefestamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen 3T3, FM3A, 
CHO, COS, Vero und Hela sowie die Insektenzellen sf9. Bevorzugt ist die Ver- 

30 wendung der von der Firma Stratagene vertriebenen XL1-Blue E. coii-Zelfen. 



Der Fachmann wei£, in welcher Weise eine DNA in einen Expressionsvektor 
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inseriert werden mu&. Ihm ist auch bekannt, da& diese DNA in Verbindung mit 
einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid kodierenden inseriert werden kann, so 
date die DNA in Form eines Fusionsproteins exprimiert werden kann, beispiels- 
weise in Form eines His-Fusionsproteins. Die dafur notwendige Information ist 
5 im vorzugsweise verwendeten Plasmid pHOG21 enthalten. Weiter kann die 
mutierte Form von OKT3 in Form eines bispezifischen Antikorpers, z.B. in 
Verbindung mit einem Antikorper gegen menschlichen CD1 9-Komplex vorliegen. 
Die Sequenz eines solchen bispezischen Antikorpers ist in Fig. 3 gezeigt. 

1 0 Erf indungsgemafce Antikorper zeichnen sich dadurch aus, dafc sie mittels rekom- 
binanter Methoden in ausreichender Menge hergestellt werden konnen und eine 
im Vergleich zum unmutierten monoklonalen Antikorper OKT3 gro&ere Stabilitat 
aufweist. Diese a u Bert sich beispielsweise darin, daft der mutierte Antikorper 
auch noch nach einem Monat Lagerung bei 4°C in PBS kaum von seiner ur- 

15 sprunglichen Bindungsaffinitat eingebuftt hat, wohingegen OKT3 unter diesen 
Bedingungen bereits deutlich an Bindungsaffinitat verioren hat (46%). AuGerdem 
hat der erfindungsgemafce Antikorper den Vorteil, dafl er ats Einzelkettenantikor- 
per (scFv) eine schnellere Blut-Clearance und eine bessere Tumorpenetration 
aufweist. Weiter sind ScFv's sehr nutzliche Moiekule, um Arzneistoffe, Toxine 

20 oder Radionuklide an Tumorstellen zu bringen, was in der Tumordiagnostik und - 
therapie wichtig ist. 

Die vorliegende Erfindung wird weiter anhand der Figuren beschrieben. 

25 Fig. 1: Plasmid pHOG21 

wobei die verwendeten Abkurzungen folgende Bedeutungen haben: 
Ap R : Ampicillin-Resistenzgen 

c-myc: Sequenz codierend fur ein Epitop, das durch 
den monoklonalen Antikorper 9E1 0 (Cambridge 
30 Research Biochemicals, Cambridge, Grofcbritan- 

nien) erkannt wird 
Co!E1 : Ursprung der DNA-Replikation 
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fl IG: Intergene Region des f1-Phagen 

His 6 : Sequenz codierend fur 6 Histidinreste 

linker: Sequenz codierend fur 1 7 Aminosauren, die die 

v H - und v L -Domane verbindet 
pelB: Signalpeptidsequenz fur bakterielie Pektatlyase 

P/O: Wildtyp-Lac-Promotor/Operator 

Fig, 2; Nukleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz des mutierten 

OKT3-Einzelkettenantik6rpers 

Fig. 3: Bispezifischer Antikorper zusammengesetzt aus mutiertem OKT3 

und anti-CD19 



15 Die Erfindung wird weiter anhand des Beispiels erlautert. 

BEISPIEL 1 : Herstellung eines erfindungsgemaflen Antikorpers 

Die Isoloation von mRNA aus frisch subklonierten Hybridomazelien von OKT3 
20 und die cDNA-Synthese wurde, wie in "Dubei et al., J. Immunol. Methods 1 75 , 
S. 89-95 (1994)" beschrieben durchgefuhrt. Die fur die variable Domane der 
leichten Kette kodierende DNA wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer 
Bi5 and Bi8, die an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane der /c-Kette 
und die "Framework 1 (FRD-Region der variablen Domane der /c-Kette hybridis- 
25 ieren, hergestellt (Dubel et al., vgl. vorstehend). Fur die Amplifikation der DNA, 
die fur die variable Domane der schweren Kette codiert, wurde der Primer Bi4, 
der an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane 1 der ^-Kette hybri- 
disiert (Dubel et aL, vgl. vorstehend) und der Primer Bi3f, der an die FR1-Region 
der schweren Kette hybridisiert (Gotter et al., Tumor Targeting 1, S. 107-1 14 
30 (1995), verwendet. Das 50 /yl Reaktionsgemisch enthielt 10 pmoi jedes Primers 
und 50 ng Hybridoma cDNA, 1 00 //M jedes der dNTPs, 1 x Vent-Puffer (Boehrin- 
ger Mannheim), 5 jjg BSA und 1 U Vent DNA-Polymerase. Es wurden 30 Zyklen 
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je 1 Minute bei 95°C, 1 Min. bei 55°C und 2 Minuten bei 75°C in einem PCR- 
Thermozykler durchgefuhrt. Die amplifizierte DNA wurde mit einem QIA-quick 
PCR-Reiningungskit (Qiagen, Hilden) gereinigt. 

5 Die amplifizierte DNA wurde danach in den von der Firma Stratagene vertriebe- 
nen Vektor pCR-Skript SK( + ), der mit dem Restriktionsenzym Srfl geschnitten 
worden war, "blunt-end" ligiert. Mutationen wurden in der von OKT3 stammen- 
den v H -Domane durch gerichtete Mutagenese ("site specific mutagenesis") 
eingebracht (Kunkel et al., Meth. Enzymol. 154. S. 367-382 (1987)). Die 
10 Aminosauresubstitution an der Position H100A von OKT3 (Austausch von 
Cystein gegen Serin) wurde unter Verwendung des Primers SK1 5'-GTAGT- 
CAAGGCTGTAATGATCATC durchgefuhrt. 

Fur die Expression der erhaltenen mutierten DNA wurde der in Fig . 1 gezeigte 

15 Vektor pHOG21 (Kipriyanov et al., J. Immunol. Methods 196 , S. 51-62 (1996) 
eingesetzt, worin das mutierte OKT3-Einzelketten(scFv)-Gen als Ncol/BamHI 
DNA-Fragment inseriert ist. XL1-Blue E. coli-Zellen (Stratagene) wurden mit 
diesem Expressionsvektor transformiert und iiber Nacht in 2xYT-Medium mit 50 
//g/ml Ampicillin und 100 mM Glucose (2xYT GA ) bei 37°C wachsengelassen. 

20 Verdunnungen (1:50) der Ubernachtkulturen in 2xYT GA wurden bei 37°C unter 
Schutteln bei 37°C wachsengelassen. Sobalddie Kulturen OD 600 = 0,8 erreich- 
ten, wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 1500 g fur 10 Minuten and 
20°C pelletiert und im gleichen Volumen frischem 2xYT-Medium enthaltend 
50/yg/ml Ampicillin und 0,4 M Sucrose resuspendiert. Es wurde IPTG auf eine 

25 Endkonzentration von 0,1 mM zugesetzt und das Wachstum bei Raumtempera- 
tur fur 20 Std. fortgesetzt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 5000g fur 
10 Minuten und 4°C geerntet. Der Kulturuberstand wurde auf Eis aufbewahrt. 
Um losliche periplasmatische Proteine zu isolieren, wurden die pelletierten 
Bakterien in eiskaltem 50 mM Tris-HCI, 20% Sucrose, 1 mM EDTA, pH 8,0 (5% 

30 des Ursprungsvolumens) aufgenommen. Nach einer Stunde Inkubation auf Eis 
mit gelegentlichem Ruhren wurden Spheroplasten bei 30000 g fur 30 Minuten 
und 4°C abzentrifugiert, wobei der losliche periplasmatische Extrakt als Uber- 
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stand und die Spheroplasten plus unlosliches periplasmatisches Material als 
Pellet anfielen. Der vorstehend auf Eis aufbewahrte Kulturuberstand und der 
losliche peripiasmatische Extrakt wurden kombiniert und durch eine zusatzliche 
Zentrifugation (30000 g, 4°C, 40 MinJ geklart. Nach Filtrationen durch Glasfil- 
ter mit einer Porengro&e von 10-16 jum und dann 0,2 jjm wurde das Volumen 
10-fach durch Konzentration mit Amicon YM10 Membranen (Amicon, Witten). 
Der konzentrierte Uberstand wurde durch Zentrifugation geklart und gegen 50 
mM Tris-HCI, 1 M NaCI, pH 7,0 bei 4°C diaiysiert. Immobilisierte Metall-Affini- 
tatschromatografie (IMAC) wurde bei 4°C unter Verwendung einer 5 ml Saule 
von chelatisierender Sepharose (Pharmacia) beladen mit Ni 2+ und equilibriert mit 
50 mM Tris-HCI, 1 M NaCI, pH 7,0 (Startpuffer) durchgefuhrt. Auf der Saule 
adsorbiertes Material wurde mit 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCI, 250 mM Imidazol, 
pH 7,0 eluiert. Nach Pufferwechsel zu 50 mM MES, pH 6,0 wurde das Protein 
weiter auf einer Mono S lonenaustauschsaule (Pharmacia) gereinigt. Der erfin- 
dungsgemafce gereinigte scFv-Antikorper wurde in PBS (15 mM Natrium- 
phosphat, 0,15 M NaCI, pH 7,4) diaiysiert. Fur einen langere Aufbewahrung 
wurde der Antikorper in Anwesenheit von BSA (Endkonzentration 10 mg/ml) 
eingefroren und bei -80°C gelagert. 



WO 98/52975 



- 8 - 



PCT/DE98/01409 



Patentanspruche 



1 ) Monoklonaler Antikorper gekennzeichnet durch einen Austausch von Cy- 
stein gegen eine andere polare Aminosaure an Position H100A des unter 
der Bezeichnung bekannten Antikorpers OKT3. 

2) Monoklonaler Antikorper, dadurch gekennzeichnet, date die polare Amino- 
saure Serin ist. 

3) Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daft dieser die in Fig. 2 angegebene Sequenz aufweist. 

4) Verfahren zur Herstellung des monoklonaler Antikorpers nach einem der 
Anspruche 1 bis 3 gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

a) Gewinnen von mRNA aus frisch subklonierten Hybridomazellen von 
OKT3 und Umschreibung zu cDNA 

b) Amplifikation der fur die variablen Domanen der leichten und 
schweren Kette kodierenden DNA mittels PGR unter Verwendung 
geeigneter Primer, 

c) Klonierung der unter b) erhaltenen DNA in einen zur gerichteten 
Mutagenese geeigneten Vektor sowie Einfuhrung der gewunschten 
Mutation unter Verwendung geeigneter Primer, 



d) 



Insertion der unter c) erhaltenen mutierten DNA in einem Expres- 
sionsvektor und Expression in einem geeigneten Expressionssy- 
stem. 
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5) Verfahren nach Anspruch 4, wobei die in Schritt b) verwendeten Primer 
Bi5, Bi8, Bi4 und Bi3f sind. 

6) Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei der in Schritt c) verwendete 
Vektor pCR-Skript SK( + ) ist. 

7} Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6, wobei in Schritt c) der 
Primer SK1 5'-GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC verwendet wird. 

8) Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 7, wobei der in Schritt d) ver- 
wendete Expressionsvektor pHOG21 ist. 

9) Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 8, wobei die Expression in 
XL1-Blue E. coli-Zellen erfolgt. 

10) Verwendung des monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 1 
bis 3 zur Verminderung oder Ausschaltung einer Transplantatabstofcung 
durch einen Organtransplantatempfanger. 



11) 



Verwendung des monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 1 
bis 3 in der Tumordiagnostik oder -therapie. 
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EcoRI RBS PelB leader 

13 1 GAATTCATTAAAGAGGAG AAATTAACC AT GAAATACCT ATTGCCTACGGCAGCCGCTGGCT 

1> M KYLLPTAAAG 

Pstl 

Ncoi ♦ Pvull VH anti-CD3 

192 TGCTGCTGCTGGCAGCTCAGCCGGCCATGGCGCAGGTGCAGCTGCAGCAGT 
12>LLLLAAQPAMAQVQLQQSGAE 

Frame-H1 

254 CTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTC 
23> LARPGASVKMSCKASGYTFT R 
CDR-H1 Frame-H2 
316 GTACACGATGCAC TGGGTAAAACAGAGGCCTGGACAGGGTCTGGAATGGATTGG ATACA 
53 ► YTMHWVKQRPGQGLEWIGY 

CDR-H2 

375 TTAATCCTAGCCGTGGTTATACTAATTACAATCAGAAGTTCAAGGAC AAGGCCA 

73^INPSRGYTNYNQKFKDKA 
Frame-H3 

429 CATTGACTACAGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTGAGCAGCCTGACATCTGAG 
91>T LTTDKSSSTAYMQLSSLTSE 
Pstl CDR-H3 
491 GACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAG AT AT T A T G AT G A TCATTACAGCCTTGACTAC 
112 ► DSAVYYCARYY DD HY S L D Y 

Frame-H4 CH1 Hindlll Yol linker 

548 TGGGGCCAAGGCACQ^CTCTCACAGTCTCCTCAGCCAAAACL^CA 

131 ► WGQGTTLTVS S. AKTTPKLEEG 

EcoRV 

Mlul VL anti-CD3 Frame-L1 

610 TGAATTTTCAGAAGCACGC GTAGATATC 

151> EFSEARVDIVLTQS PAIMSA 

Pstl CDR-L1 
67 2 CTCCAGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGC AG T G C C A G C T C AAG T G T AAG T T AC AT G A 
172> SPGEKVTMTCSAS S SVSYM 

Frame-L2 CDR-L2 
729 ACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACCTCCCCCAAAAGATGGATTTAT GACACATCCAAA 
191>N WYQQKSGTSPKRWIYD T S K 

Frame-L3 

788 CTGGCTTC T GGAGTCCCTGCTCACTTCAGGGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTC 
2 11 ► L A S GVPAHFRGSGSGTSYSL 

CDR-L3 

848 ACAATCAGCGGCATGGAGGCTGAAGATGCTGCC ACTTATTACTGC CAGCAGTGGAGTAG 
231> TISGMEAEDAATYYCQ Q W S S 

Frame-L4 C kappa 

907 T AAC C C ATT C AC G TTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAATAAAC CGGGCTGATACTGCACC 
250> N, P F TFGSGTKLEINRADTAP 

BamHI c-myc epitope His6 tail 

967 AACT GGATCC GAACAAAAGGTGATCTCAGAAGAAGACCTAA ACTCA CATCACCATC ACG ATC 
270^ TGSEQKLI SEEDLNSHHHHH 
Xbal 

1029 3CTAATCTAGA 
291* K • 



Fig. 2 
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EcoRI RBS PelB leader 

1 GAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACCA T GAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGCTTGCTG 

!► M KYLL PTAAAGLL 
Ncol ♦ VH anti-CD3 Frame-H1 

67 CTGCTGGCAGCTCAGCCGGCCATGGCGCAGGTGCAGCTGCAGCA 

14 ► LLAAQPAMAQVQLQQ SGAELAR 

CDR-H1 

134 CTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCA 
36> PGASVKMSCKASGYTFTR Y T M H 

Frame-H2 CDR-H2 
198 C TGGGTAAAACAGAGGCCTGGACA.GGGTCTGGAATGGATTGG AT AC AT T AATC C TAG C C G TG G 
57 ► WVKQRPGQGLEWIGY I N P S R G 

Frame-H3 

261 TTATACTAATTACAATCAGAAGTTCAAGGAC AAGGCCACATTGACTACAGArAAATrrTrrA 

78> Y T N Y N Q K F K D KATLTTDKSS 
323 GCACAGGCTACATGCAACTGAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGATA 
99> S TAYMQLSSLTSEDSAVYYCARY 
CDR-H3 Frame-H4 
390 TTATGATGATCATTACAGCCTTGACTAC TGGGGCCAAGGCACCACTCTCACAGTrTrrTrAn 
12 1 ► YDDHYSLDYWGQGT TLTVSS 
CH1 Linker VL anti-CD19 Frame-L1 

452 CCAAAACAACACCC AA GC TTGGC GG JT^TATCTTGCTCACCCAAACTCCAGCTTCTTTGGCTGTG 
142 ►A KTTPK L G G DILLTQTPASLAV 

CDR-L1 

517 TCTCTAGGGCAGAGGGCCACCATCTCCTGC AAGGCCAGCCAAAGTGTTGATTATGATGGTGA 

164» SLGQRATISCKASQ SVDYDGD 

Frame-L2 

579 T A G T T AT T T G A A C TGGTACCAACAGATTCC AGGAGAGCCACCCAAACTCCTCATCTAT G AT G C A 
184^ S Y L N WYQQI PGQP PKLLIY D A 

CDR-L2 Frame-L3 
643 TCCAATCTAGTTTC T GGGATGCCACCCAGGTTTAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACCC 
206^ S N L V S GIPPRFSGSGSGTDFT 

CDR-L3 

7 07 TCAACATCCATCCTGTGGAGAAGGTGGATGCTGCAACCTATC ACTGT C A G C AAAG T AC T G A G G A 
227^L NIHPVEKVDAATYHCQ Q S T E D 
Frame-L4 C kappa Not! 

771 TCCGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAA AGGGGC^ 

248> PWTFGGGTKLE I KRADAAAAGS 
c-myc epitope H\s6 tail Bglll 

838 GAA CAAAA GCTGATCTCA GAA GAA GACC TAAAC TCA CATCACCATCACCATCAC T A AAGAT 
271* EQKL I S EE D LNSHHHHHH • 
899 CT 



Fig. 3 
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Bglll RBS Pel B leader 

1 AGATCTATT AAAGAGGAG AAATTAAC C ATGAAATAC CT ATTGCCTACGGCAGCC GCTGGCTTGC 

l^MKYL L PTAAAGL 
Ncol ♦ VH anti-CD19 Frame-H1 

65 TGCTGCTGGCAGCTCAGCCGGCCATGGCGCAG^ 

13 ►L L LAA Q PAMAQVQ L Q Q S GA E LV 

CDR-H1 

129 GAGGCCTGGGTCCTCAGTGAAGATTTCCTGCAAGGCTTCTGGCTATGCATTCAGTAGC TACTG 
34^ RPGSSVKISCKASGYAFS S Y W 

Frame-H2 

192 G AT G AAC TGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAGGGTCTTGAGTGGATTGGA C AG ATT TGGCCT 
55> M NWVKQRPGQGLEWIGQ I W P 
CDR-H2 

253 GGAGATGGTGATACTAACTACAATGGAAAGTTCAAGGGT AAAGCCACTCTGACTGCA 

1S> G D G D T N YN G K F K G K'ATLTA 
Frame-H3 

310 GACGAATCCTCCAGCA.CAGCCTACATGCAACTCAGCAGCCTAGCATCTGAGGACTCTGCGGTCT 
95^DES S S TAYMQLS S LA S EDSAV 

CDR-H3 

374 ATTTCTGTGCAAGA CGGGAGACTACGACGGTAGGCCGTTATTACTATGCTATGGACT 

116 ► YFCARR E TTTV G RYYYAMD 

Frame-H4 CH1 Linker 

431 A C TGGGGTC AAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTC A GCCAAAAC AACACCC A A GCTTGGCGGT 
135> Y WGQGTSVTVSSAKTTP K L G G 

VL anti-CD3 Frame-L1 
493 GATATCGTGCTCACTCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACCATGA 
156> D IVLTQSPAIMSAS PGEKVTM 

CDR-L1 Frame-L2 
557 CCTGC A GTGCCAGCTC A AG T G T A A G T T AC AT G AAC TGGTACCAGCAGAAGTCAGGC ACC 
177 ►T CSA S S SVSYMNWYQQKSGT 

CDR-L2 

616 TCCCCCAAAAGATGGATTTAT GAC ACATCC AAAC TGGCTTC T GGAGTCCCTGCTCACTTC 
197 ► SPKRWIYDT S K L A S GVPAHF 
Frame-L3 

676 AGGGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCGGCATGGAGGCTG 
217 ► RGSGSGTSYSLTI SGMEAEDA 

CDR-L3 Frame-L4 
740 CCACTTATTACTGC CAGCAGTGGAGTAGT AA CCCATTCAC G TTCGGCTCGGGGACAAAG 
238 ► A TYYCQ QWS S N P F TFGSGTK 

C kappa c-myc epitope 

799 TTGGAAATAAAC CGGGCTGATACTGCACCAACTGGATCC GAA CAAAA GCTGATCTCAGAA 
258> LEINRADTAPTGSE Q K L I S E 

His6 tail Xbal 
859 GAA GA C C TAAACTC ACATCACC ATCACC ATCAC TAATCTAGA 
278^ EDLNSHHHHHH- 



Fig. 3 (Fortsetzung) 
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Veroffentlicht 

Mit iniernationalem Recnerchenbericht. 

Vor Ablauf der fur Anderungen der Anspruche zugelassenen 

Frist; Verqffent tic hung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Title: MUTATED OKT3 ANTIBODY 

(54) Bezeichnung: MUTIERTER OKT3-ANTIKORPER 

(57) Abstract 

The invention relates to an HI00A position point-mutated OKT3 antibody, and to a method for the production and use thereof. 
(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen durch eine Punktmutation an Position H100A mutierten OKT3-Antik6rper, Verfahren 
seiner Herstellung sowie seine Verwendung. 



G^|ZR DIE INTERNATIONALE ZU9^> 
Jm- DEM GEBIET DES PATENTWEK 

PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



/IENARBEIT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

K 2559 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/01409 


Internationales Anmeldedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 

22/05/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

23/05/1997 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 



Dieser internationale Recherchenbericht umfaRt insgesamt 4 



. Blatter. 



[Y] Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . [^] Bestimmte Anspruche haben sich als nichtrecherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung(siehe Feld II). 



3. 



| | In der internationalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz offenbart; die internationale 
Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

| | das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

| | das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

| | dem jedoch keine Erklarung beigefiigt war, daG der Inhalt des Protokolls nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

| | das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemaRe Form ubertragen wurde. 
4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 



[Y] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Be horde wie folgt festgesetzt. 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

lYl wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 



| | wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 

Abb. Nr. | | wie vom Anmelder vorgeschlagen [)[] keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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^^ijrnationales Aktenzeichen 

INTERNATIOfWER RECHERCHENBERICHT 



PCT/DE 98/01409 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



GemaG Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 



Anspruche Nr. 

weil Sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpftichtet ist, namlich 

siehe Weitere Angaben PCT/ISA/210 

2. | | Anspruche Nr. 

weil ste sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daG eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. | | Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaGt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I I Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' ' internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der internationalen Anmeldung. 



2. I | Da fiir alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 

zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbehorde nicht zur Zahlung einer solchen 
Gebuhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' ' internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche der internationalen Anmeldung, fur die Gebuhren entrichtet worden 

sind, namlich auf die Anspruche Nr. 



4. | | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erw^hnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1992) 



Internationales Aktenzeichen PCTV DE 98/01409 

WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Obwohl die Anspruche 10 (vollig) und 11 (teilweise) sich auf ein 
Verfahren zur Behandlung des menschl ichen/tierischen Korpers beziehen, 
und obwohl der Anspruch 11 (teilweise) sich auf ein 

Di agnosti zierverfahren, das am menschl i chen/tieri schen Korper vorgenommen 
wird,. bezieht, wurde die Recherche durchgefuhrt un griindete sich auf die 
angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Inj^^tionales Aktenzeichen 



DE 98/01409 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C07K16/28 A61K39/395 G01N33/577 G01N33/574 



Nach der Internationaten Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C07K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff ge ho re nde Veroffenttichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsultierte eiektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie' Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



S. KIPRIYANOV ET AL. : "Two amino acid, 
mutations in an anti -human CD3 
single-chain Fv antibody fragment that 
affect the yield on bacterial secretion 
but not the affinity." 
PROTEIN ENGINEERING, 

Bd. 10, Nr. 4, April 1997, Seiten 445-453, 

XP002079905 

Oxford, GB 

siehe das ganze Dokument 

-/-- 
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Weitere Veroffenttichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie. 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffenttichungen 

"A" Veroffentlichung, die den aHgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationaten Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



'T M Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koltidiert, son dem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder derihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung miteiner oder mehreren anderen 
Veroffenttichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

"&*' Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



7. Oktober 1998 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



21/10/1998 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Nooij, F 
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INTERNATIONALER BECHERCHENBERICHT 



tionales Aktenzeichen 

DE 98/01409 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



S. KIPRIYANOV ET AL.: "Rapid detection of 
recombinant antibody fragments directed 
against cell-surface antigens by flow 
cytometry. " 

JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS, 

Bd. 196, Nr. 1, 13. September 1996, Seiten 

51-62, XP002079906 

Amsterdam, NL 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe "Material & Methods" 

S. DUPEL ET AL.: "Isolation of IgG 
antibody Fv-DNA from various mouse and rat 
hybridoma cell lines using the polymerase 
chain reaction with a simple set of 
primers . " 

JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS , 

Bd. 175, Nr. 1, 30. September 1994, Seiten 

89-95, XP002079907 

Amsterdam, NL 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Tabellen 

WO 94 29350 A (THE GOVERNMENT OF THE 
U.S.A. ) 22. Dezember 1994 
siehe Tabelle 8 
siehe Anspruche 

WO 94 28027 A (ARCH DEVELOPMENT 
CORPORATION) 8. Dezember 1994 
siehe das ganze Dokument 

D. KR00N ET AL. : "Identification of sites 
of degradation in a therapeutic monoclonal 
antibody by peptide mapping." 
PHARMACEUTICAL RESEARCH, 
Bd, 9, Nr. 11, November 1992, Seiten 
1386-1393, XP002079908 
Stuttgart, Deutschland 
siehe das ganze Dokument 



1-11 



1-11 



1-11 
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Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Juli 1992) 
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n on patent family members 
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Publication 




Patent family 
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date 
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date 
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5747654 
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AI 


169932 
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lb-U9-199o 




A 1 1 
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7246494 
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69412614 
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0703926 
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JP 


9502862 
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cited in search report 



W0 9429350 



WO 9428027 


A 
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AU 


7098094 


A 


20-12-1994 








CA 


2163989 


A 


08-12-1994 








EP 


0700402 


A 


13-03-1996 








JP 


9501824 
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Foim PCT/ISA/210 {patent family annex) (July 1992) 



TENT COOPERATION TREATS 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 




Applicant's or agent's file reference 
K2559 



See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION p re i irn j n ary Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 



International filing date {day/month/year) 
22 May 1998 (22.05.1998) 



International application No 

PCT/DE98/01409 
International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C07K 16/28 



ApP,iC DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG PES OFFENTLICHEN RECHTS 

, This Internationa, preliminary examination report has been prepared by this Internationa. Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



• , ■.jKviNNFXFS ie sheets of the description, claims and/or drawings which have 

(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of . 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 



Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 

Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SJ 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 


IEI 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


IEI 



Date of submission of the demand 

16 December 1998 (16.12.1998) 

Name and mailing address of the IPEA/EP 

European Patent Office 

D-80298 Munich, Germany 
Facsimile No. 49-89-2399-4465 
Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



Date of completion of this report 

20 July 1999 (20.07.1999) 



Telephone No. 49-89-2399-0 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Interri^BPn application No. 

PCT/DE98/01409 



I. Basis of the report 



l ThK renort has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been famished to the receiving Office in response to an invitation 
U ^TS^^^^npor, as "originallyfiled" an* are no, annexed to the report since they do no, conta.n amendments ). 

| [ the international application as originally filed. 



the description, pages . 

pages , 
pages , 
pages 



1-7 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-11 



the drawings, 



sheets/fig . 
sheets/fig . 
sheets/fig t 
sheets/fig 



1/3-3/3 



| 2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I | the description, pages 

| | the claims, Nos. 



I | the drawings, sheets/fig 



as originally filed, 
filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



?8 June 1999 ^28.06.1999) 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



I , n ™ s -p ort has been established 33 if (some of) i he T e 5 dm r they have been considered 

3. 1_| tQ gQ b ^ yond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 



Form PCTVIPEA/409 (Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Intem^^p^application No. 

PCT/DE 98/01409 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

I. Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (IA) 



2 Citations and explanations 

a) Novelty and inventive step 

None of the prior art documents discloses or suggests the 
subject matter of the present claims. Claims 1-11 
therefore appear to comply with the requirements of PCT 
Article 33(2) and (3). 



Claims 1-11 YES 

Claims NO 

Claims I'll YES 

Claims NO 

Claims 1-9 YES 

Claims 10?. 11? NO 



Document Dl (Protein Engineering, 10(4), 1997, 445 - 453) 
does not appear to be part of the prior art but was 
obviously made available to the public only on 2 June 1997, 
that is, after the priority date (23 May 1997) of the 
present application. If, however, it should be found in a 
subsequent European examination phase that Dl was already 
available to the public beforehand or that the priority 
claim is not valid, Dl would become relevant for the 
assessment of the novelty of all the claims. 

Dl discloses an Fv fragment which is derived from the 
monoclonal antibody 0KT3 and in which the cysteine in the 
H100A position is replaced by serine (see the abstract and 
page 446, left column). Since the sequence of OKT3 is also 
known (see Figure 2), Dl discloses all the features of 
Claims 1 - 3 . 



Form PCT/IPE A/409 (Box V) (January 1994) 



/ 



INTERNATIONAL PRELIMIN 



EXAMINATION REPORT 



Internq^^^application No. 

PCT/DE 98/01409 



(Continuation of V.2) 

All the method steps of Claims 4-9 are likewise contained 
in Dl in the chapter "Materials and methods" on page 445 
and in the left column on page 446* 

Dl additionally discloses in the introductory portion (see 
page 445, right column) that the unmodified OKT3 antibody 
is used to inhibit transplant rejection and in tumour 
therapy. The problem that was solved in Dl was to develop 
an OKT3 derivative which is more stable and easier to 
produce and whose affinity is unchanged (see the abstract 
and the first paragraph of the introductory portion). For 
a person skilled in the art, the teaching that the modified 
OKT3 fragment also be used for said purposes would 
therefore be derivable directly and unambiguously from the 
context of Dl. 

b) Indus-trial applicability 

The PCT does not contain clear-cut criteria for assessing 
whether the present Claims 10 and 11 are industrially 
applicable. Patentability can also depend on the wording 
of the claims. The EPO, for example, does not recognize 
industrial applicability of claims to the use of a compound 
in a medical treatment; it does, however, allow claims to 
the first use of a known compound in a medical treatment or 
to the use of such a compound in the manufacture of a drug 
for a new medical treatment. 



Form PCT/f PEA/409 (Box V) (January 1994) 



INARY 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



I ntema^^^Pappli cation No. 
PCT/DE 98/01409 



VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The use of the modified OKT3 fragment according to Claims 10 
and 11 is not supported by the description, in contravention 
of the requirements of PCT Article 6. 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



VERTRAG UBE 



IE INTERNATIONALE ZUS 
GEBIET DES PATENTWES 




PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
K2559 


siehe Mitteilung Qber die Obersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen PrQfungsbericht (Formblatt PCT/lPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/01409 


Internationales Anrr\e\<teda\um(Tag/Monat/Jahr) 
22/05/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
23/05/1997 


Internationale Patentklassification (IPK) Oder i 
C07K16/28 


rationale Klassifikation und IPK 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM STIFTUNG 



Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG Artikel 36 Qbermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

B AuGerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, AnsprQchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behdrde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I El Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkert der Erfindung 

V H Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und d r 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur StQtzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII H Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
16/12/1998 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

20.07.39 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 

AM D-80298 Munchen 

2?' Tel. (+49-89) 2399-0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 


Bevollmachtigter Bediensteter Z^ 55 ***^ 
von Ballmoos, P \| JJ 

Tel. Nr. (+49-89) 2399 8174 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/01 409 



I. Grundlag des B richts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Benefits ais "ursprunglich eingereicht" undsind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-7 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1 _-| 1 eingegangen am 30/06/1 999 mit Schreiben vom 28/06/1 999 

Zeichnungen, Blatter: 

1/3-3/3 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehatt in der ursprunglich 
eingereicht en Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-11 

Nein: Anspruche — 

Erlinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-11 

Nein: Anspruche — 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruch 1-9 

Nein: Anspruche 107-11? 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder I- VIII, Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/01 409 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beibiatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, istfolgendes zu bemerken: 

siehe Beibiatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Fekter l-Vlll, Blatt 2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenz ichen PCT/DE98/01409 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT . 



Teil V 

a) Neuheit und erfinderische Tatigkeit 

Keines der Dokumente aus dem Stand der Technik offenbart den Gegenstand der 
vorliegenden Anspruche oder legt ihn nahe. Die Anspriiche 1-1 1 scheinen deshalb die 
Erfordernisse der Artikel 33(2) und (3) PCT zu erfiillen. 

Dokument D1 (Protein Engineering, 10(4), 1997, 445-453) scheint nicht zum Stand der 
Technik zu gehoren, sondern ist offensichtlich erst am 2. Juni 1997, also nach dem 
Prioritatstag (23. Mai 1997) der vorliegenden Anmeldung, der Offentlichkeit zuganglich 
gemacht worden. Sollte sich jedoch in einer eventuellen spateren europaischen 
Priifungsphase herausstellen, dass D1 der Offentlichkeit schon fruher zuganglich war 
oder dass der Prioritatsanpruch nicht gerechtfertigt ist, wiirde D1 relevant fur die 
Beurteilung der Neuheit aller Anspriiche. 

D1 offenbart namlich ein Fv Fragment, das vom monoklonalen Antikorper OKT3 
abgeleitet ist und dessen Cystein an Position H100A durch Serin ausgetauscht ist 
(siehe Zusammenfassung und Seite 446, linke Spalte). Da die Sequenz von OKT3 
ebenfalls bekannt ist (siehe Figur 2), offenbart D1 alle Merkmale der Anspruche 1-3 . 

Alle Verfahrensschritte gemass der Anspruche 4-9 sind in D1 ebenfalls enthalten im 
Kapitel "Materials and methods" auf Seite 445 und in der linken Spalte von Seite 446. 

D1 offenbart ausserdem in der Einleitung (siehe Seite 445, rechte Spalte), dass der 
unveranderte OKT3 Antikorper Anwendung findet bei der Verminderung einer 
Transplantatabstossung sowie in der Tumortherapie. Die Aufgabe, die in D1 gelost 
wurde, war, ein stabileres und einfacher zu produzierendes OKT3 Derivat mit 
unveranderter Affinitat zu entwickeln (siehe Zusammenfassung und erster Paragraph 
der Einleitung). Fur den Fachmann wiirde deshalb aus dem Kontext von D1 unmittelbar 
und eindeutig die Lehre hervorgehen, das veranderte OKT3 Fragment ebenfalls zu den 
genannten Verwendungszwecken heranzuziehen. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/01409 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

b) Gewerbliche Anwendbarkeit 

Fur die Beurteilung der Frage, ob die Gegenstande der vorliegenden Anspruche 10 
und 1 1 gewerblich anwendbar sind, enthalt der PCT keine eindeutigen Kriterien. Die 
Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der Anspruche abhangen. Das EPA 
beispielsweise erkennt den Gegenstand von Anspruchen, die auf die medizinische 
Anwendung einer Verbindung gerichtet sind, nicht als gewerblich anwendbar an; es 
konnen jedoch Anspruche zugelassen werden, die auf eine bekannte Verbindung zur 
erstmaligen medizinischen Anwendung und die Verwendung einer solchen Verbindung 
zur Herstellung eines Arzneimittels fur eine neue medizinische Anwendung gerichtet 
sind. 

Teil VIII 

Die Verwendung des veranderten OKT3 Fragments gemass den Anspruchen 10 und 
1 1 ist, entgegen den Erfordernissen von Art. 6 PCT, von der Beschreibung nicht 
gestutzt. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPAr April 1997) 



24. Juni 1999 



K 2559 

Patentanspruche 

1. Monoklonaler AntikSrper bzw. Fragment davon 
gekennzeichnet durch einen Austausch von Cystein gegen 
eine andere polare Aminosaure an Position H100A des unter 
der Bezeichnung bekannten Antikorpers QKT3 . 

2. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daS die polare Aminosaure Serin ist. 

3. Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daS dieser die in Fig. 2 angegebene 
Sequenz aufweist. 

4. Verfahren zur Herstellung des monoklonaler Antikorpers 
Oder Fragments davon nach einem der Anspriiche 1 bis 3 
gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

a) Gewinnen von mRNA aus frisch subklonierten 
Hybridomazellen von OKT3 und Umschreibung zu cDNA 

b) Amplif ikation der fur die variablen Domanen der 
leichten und schweren Kette kodierenden DNA mittels 
PCR unter Verwendung geeigneter Primer, 

c) Klonierung der unter b) erhaltenen DNA in einen zur 
gerichteten Mutagenese geeigneten Vektor sowie 
Einfuhrung der gewiinschten Mutation unter Verwendung 
geeigneter Primer, 

d) Insertion der unter c) erhaltenen mutierten DNA in 
einem Expressionsvektor und Expression in einem 
geeigneten Expressionssystem. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die in Schritt b) 
verwendeten Primer Bi5, Bi8, Bi4 und Bi3f sind. 



AMENDED SHEET 



24. Juni 1999 



10 



6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei der in Schritt c) 
verwendete Vektor pCR-Skript SK(+) ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 6, wobei in 
Schritt c) der Primer SKI 5 1 -GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC 
verwendet wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 7, wobei der in 
Schritt d) verwendete Expressionsvektor pH0G21 ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 8, wobei die 
Expression in XLl-Blue E. coli-Zellen erfolgt. 



10. Verwendung des monoklonalen Antiko'rpers oder Fragments 
15 davon nach einem der Anspriiche 1 bis 3 zur Verminderung 

oder Ausschaltung einer TransplantatabstoSung durch einen 
Organtransplantatempf anger . 

11. Verwendung des monoklonalen Antikorpers oder Fragments 
20 davon nach einem der Anspriiche 1 bis 3 in der 

Tumordiagnostik oder -therapie. 



AWEHOED SHEET 



Juni 1999 



2559 

Patentanspriiche 

Monoklonaler Antikorper bzw. Fragment davon 
gekennzeichnet durch einen Austausch von Cystein gegen 
eine andere polare Aminosaure an Position H100A des unter 
der Bezeichnung bekannten Antikorpers OKT3 . 

Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daS die polare Aminosaure Serin ist. 

Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi dieser die in Fig. 2 angegebene 
Sequenz aufweist. 

Verfahren zur Herstellung des monoklonaler Antikorpers 
oder Fragments davon nach einem der Anspriiche 1 bis 3 
gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

a) Gewinnen von mRNA aus frisch subkloni er t en 
Hybridomazellen von 0KT3 und Umschreibung zu cDNA 

b) Amplif ikation der fur die variablen Domanen der 
leichten und schweren Kette kodierenden DNA mittels 
PCR unter Verwendung geeigneter Primer, 

c) Klonierung der unter b) erhaltenen DNA in einen zur 
gerichteten Mutagenese geeigneten Vektor sowie 
Einfuhrung der gewiinschten Mutation unter Verwendung 
geeigneter Primer, 

d) Insertion der unter c) erhaltenen mutierten DNA in 
einem Expressionsvektor und Expression in einem 
geeigneten Express ions system. 



Verfahren nach Anspruch 4, wobei die in Schritt b) 
verwendeten Primer Bi5, Bi8, Bi4 und Bi3f sind. 
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Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei der in Schritt c) 
verwendete Vektor pCR-Skript SK(+) ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6, wobei in 
Schritt c) der Primer SKI 5 1 -GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC 
verwendet wird . 

Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 7, wobei der in 
Schritt d) verwendete Expressionsvektor pH0G21 ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 8, wobei die 
Expression in XLl-Blue E. coli-Zellen erfolgt. 

Verwendung des monoklonalen Antikorpers oder Fragments 
davon nach einem der Anspruche 1 bis 3 zur Verminderung 
oder Ausschaltung einer Transplantatabs toSung durch einen 
Organtransplantatempf anger . 

Verwendung des monoklonalen Antikorpers oder Fragments 
davon nach einem der Anspruche 1 bis 3 in der 
Tumordiagnostik oder -therapie. 
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Unser Zeichen: K 2559 

Mutierter OKT3-Antik6rper 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen durch eine Punktmutation an Position 
H100A mutierten OKT3-Antik6rper, Verfahren zu seiner Herstellung sowie seine 
Verwendung. 

OKT3 ist ein aus Maus stammender monoklonaler Antikorper vom IgG 2a-Typ, 
der ein Epitop einer e-Untereinheit des menschlichen CD3-Komplexes erkennt 
(Kung et al.. Science 206, S. 347-349 (1979); Van Wauwe et al., J. Immunol. 
124, S. 2708-2713 (1980); Transy et al., Eur. J. Immunol. 19, S. 947-950 
(1989)). Das Verfahren, den monoklonalen Antikorper aus dem entsprechenden 
Hybridom zu erhalten, ist in diesen Druckschriften im Detail beschrieben. AuBer- 
dem wurde die OKT3 produzierende Hybridomazellinie am 26. April 1979 unter 
der ATCC-Nummer CRL 8001 bei der American Type Culture Collection, 1 2301 
Parklawn Drive, Rockviile, MD, 20852 von der Inhaberin des EP-Patents 0 018 
795 hinterlegt. OKT3 wird seit langem benutzt, um eine T-Zellantwort zu unter- 
drucken und dadurch die AbstoBung von Transplantaten zu verhindern (Thist- 
lethwaite et al., Transplantation 38, S. 695-701 (1984); Woodle et al., Trans- 
plantation 51_, S. 1207-1212 (1991)). Andererseits kann durch OKT3 auch eine 
T-Zell-Aktivierung und Proliferation ausgeldst werden, die Effektorzellen anregt, 
was bei der adoptiven Krebs-lmmuntherapie eingesetzt werden kann (Yannelly 
et al., J. Immunol. Meth. 1, S. 91-100 (1 990)). 0KT3 wurde sowohl alleine als 
auch als Komponente eines bispezifischen Antikorpers eingesetzt, um cytotoxi- 
sche T-Lymphozyten gegen Tumorzellen oder Virus-infizierte Zellen zu richten 
(Nitta et al., Lancet 335 , S. 368-376 (1 990); Sanna et al., Bio/Technology 13, 
S. 1 221 -1 224 (1 995)). AuSerdem sind auch humanisierte Versionen des 0KT3- 
monoklonalen Antikorpers, die in COS-Zellen exprimiert wurden, bekannt (Wood- 
le et al., J. Immunol. 148, S. 2756-2763 (1 992); Adair et al., Human. Antibod. 
Hybridomas, S. 41-47 (1994)). Bisher bestand aber das Problem, dafc OKT3 
keine ausreichende Stabilitat aufweist und inbesondere sich nicht in bekannten 
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rekombinanten Expressionssystemen stabil und in genugender Menge exprimie- 
ren la&t. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand deshalb darin, OKT3 rekom- 
binant zu exprimieren und einen Antikorper zu erhalten, der eine befriedigende 
Stabiiitat aufweist. 

Die Aufgabe wird durch die Gegenstande der Patentanspruche gelost. 

Von den Erfindern wurde gefunden, date durch Einbringen einer Punktmutation 
an Position H100A der Aminosauresequenz von OKT3 die Stabiiitat um ein 
Vieifaches zunimmt. Diese Punktmutation betrifft den Austauch von Cystein 
gegen eine andere polare Aminosaure, bevorzugt Serin, in der Aminosaurese- 
quenz von OKT3. 

Zur Hersteliung eines erfindungsgema&en Antikorpers wird von mRNA aus frisch 
subkionierten Hybridomazellen von OKT3 ausgegangen. Die cDNA wird nach 
den dem Fachmann bekannten Methoden, die beispielsweise in Dubel et al., J. 
Immunol. Methods 175 , S. 89-95 (1994) beschrieben warden, hergestellt. Die 
fur die variable Domane der leichten Kette kodierende DNA kann mittels PCR 
unter Verwendung geeigneter Primer, z.B. mittels der Primer Bi5 and Bi8, die an 
den aminoterminalen Teil der konstanten Domane der /e-Kette und die "Frame- 
work 1 (FR1 )-Region der variablen Domane der /e-Kette hybridisieren, hergestellt 
werden (Dubel et al., vgl. vorstehend). Fur die Amplifikation der DNA, die fur die 
variable Domane der schweren Kette codiert, konnen beispielsweise der Primer 
Bi4, der an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane 1 der K'Kette 
hybridisiert (Dubel et al., vgl. vorstehend) und der Primer Bi3f, der an die FR1- 
Region der schweren Kette hybridisiert (Gotter et al., Tumor Targeting J_, S. 
107-114 (1995), verwendet werden. 

Die amplifizierte DNA wird danach in einen fur die Sequenzierung und fur "site- 
specific mutagenesis" geeigneten Vektor, wie er dem Fachmann bestens be- 
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kannt sind, inseriert. Beispielsweise kann der von der Firma Stratagene ver- 
triebene Vektor pCR-Skript SK( + ) verwendet werden. Mutationen werden in der 
von OKT3 stammenden v H -Domane durch gerichtete Mutagenese ("site specific 
mutagenesis") eingebracht. Die dafur notwendigen Bedingungen sind dem 
Fachmann bekannt, beispielsweise auch in Kunkel et ai., Meth. Enzymol. 1 54 , 
S. 367-382 (1987) beschrieben. Die Aminosauresubstitution an der Position 
H100A von OKT3 (Austausch von Cystein) wird geeigneterweise unter Ver- 
wendungdes Primers SK1 5'-GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC durchgefuhrt, 
falls ein Austausch gegen Serin an dieser Position ausgefuhrt werden soil. 

Die so veranderte DNA kann danach in einen Vektor bzw. Expressionsvektor 
kloniert werden. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines 
Expressionsvektors sind dies pGEMEX, pUC-Derivate oder pET3b. Fur die Ex- 
pression in Hefe sind z.B. pY100 und Ycpad 1 zu nennen, wahrend fur die Ex- 
pression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4 anzugege- 
ben sind. Fur die Expression in Insektenzellen eignet sich besonders der Baculo- 
virus-ExpressionsvektorpAcSGHisNT-1. Die Expression in E. coli ist erfindungs- 
gemafS bevorzugt, wofur vorzugsweise der in Fig. 1 gezeigte Vektor pHOG21 
(Kipriyanov et al., J. Immunol. Methods 196, S. 51-62 (1996) eingesetzt wird, 
worin das mutierte OKT3-Einzelketten(scFv)-Gen als Ncol/BamHI DNA-Fragment 
insertiert ist. Es kommt zur Expression eines an der Position 100 A (Kabat- 
Nummerierungssystem) mutierten einzelkettigen Antikorpers OKT3, der die in 
Fig. 2 gezeigte Sequenz aufweist. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, um eine in einem Expressionsvektor vor- 
liegende DNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen umfassen die E. coli- 
Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM109, BI21 und SG 13009, den 
Hefestamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen 3T3, FM3A, 
CHO, COS, Vero und Hela sowie die Insektenzellen sf9. Bevorzugt ist die Ver- 
wendung der von der Firma Stratagene vertriebenen XL1-Blue E. coli-Zellen. 



Der Fachmann weiB, in welcher Weise eine DNA in einen Expressionsvektor 
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inseriert werden muB. Ihm ist auch bekannt, date diese DNA in Verbindung mit 
einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid kodierenden inseriert werden kann, so 
daft die DNA in Form eines Fusionsproteins exprimiert werden kann, beispiels- 
weise in Form eines His-Fusionsproteins. Die dafur notwendige Information ist 
im vorzugsweise verwendeten Plasmid pHOG21 enthalten. Weiter kann die 
mutierte Form von OKT3 in Form eines bispezifischen Antikorpers, z.B. in 
Verbindung mit einem Antikorper gegen menschiichen CD1 9-Komplex vorliegen. 
Die Sequenz eines solchen bispezischen Antikorpers ist in Fig. 3 gezeigt. 

ErfindungsgemaBe Antikorper zeichnen sich dadurch aus, da£ sie mittels rekom- 
binanter Methoden in ausreichender Menge hergestellt werden konnen und eine 
im Vergieich zum unmutierten monoklonaien Antikorper OKT3 grdfcere Stabilitat 
aufweist. Diese au&ert sich beispiefsweise darin, dafS der mutierte Antikorper 
auch noch nach einem Monat Lagerung bei 4°C in PBS kaum von seiner ur- 
sprungiichen Bindungsaffinitat eingebufct hat, wohingegen OKT3 unter diesen 
Bedingungen bereits deutlich an Bindungsaffinitat verloren hat (46%). Aufterdem 
hat der erfindungsgemafce Antikorper den Vorteil, dafS er als Einzelkettenantikor- 
per (scFv) eine schnellere Blut-Clearance und eine bessere Tumorpenetration 
aufweist. Weiter sind ScFv's sehr nutzliche Molekule, um Arzneistoffe, Toxine 
oder Radionuklide an Tumorstellen zu bringen, was in der Tumordiagnostik und - 
therapie wichtig ist. 

Die vorliegende Erfindung wird weiter anhand der Figuren beschrieben. 

Fig. 1 : Plasmid pHOG21 

wobei die verwendeten Abkurzungen folgende Bedeutungen haben: 
Ap R : Ampicillin-Resistenzgen 

c-myc: Sequenz codierend fur ein Epitop, das durch 

den monoklonaien Antikorper 9E1 0 (Cambridge 
Research Biochemicals, Cambridge, GroBbritan- 
nien) erkannt wird 

ColE1: Ursprung der DNA-Replikation 
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Intergene Region des fl-Phagen 
Sequenz codierend fur 6 Histidinreste 
Sequenz codierend fur 1 7 Aminosauren, die die 
v H - und v L -Domane verbindet 
Signalpeptidsequenz fur bakterielle Pektatlyase 
Wildtyp-Lac-Promotor/Operator 

Fig. 2: Nukleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz des mutierten 

OKT3-Einzelkettenantik6rpers 

Fig. 3: Bispezifischer Antikdrper zusammengesetzt aus mutiertem OKT3 

und anti-CD1 9 

Die Erfindung wird weiter anhand des Beispiels erlautert. 

BEISPIEL 1 : Herstellung eines erfindungsgema&en Antikorpers 

Die Isoloation von mRNA aus frisch subklonierten Hybridomazellen von OKT3 
und die cDNA-Synthese wurde, wie in "Dubel et al., J. Immunol. Methods 1 75, 
S. 89-95 (1994)" beschrieben durchgefuhrt. Die fur die variable Domane der 
leichten Kette kodierende DNA wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer 
Bi5 and Bi8, die an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane der /c- Kette 
und die "Framework 1 (FRD-Region der variablen Domane der /c- Kette hybridis- 
ieren, hergestellt (Dubel et al., vgl. vorstehend). Fur die Amplifikation der DNA, 
die fur die variable Domane der schweren Kette codiert, wurde der Primer Bi4, 
der an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane 1 der ^- Kette hybri- 
disiert (Dubel et al., vgl. vorstehend) und der Primer Bi3f, der an die FR1 -Region 
der schweren Kette hybridisiert (Gotter et al., Tumor Targeting 1, S. 107-1 14 
(1995), verwendet. Das 50 //I Reaktionsgemisch enthielt 10 pmol jedes Primers 
und 50 ng Hybridoma cDNA, 1 00 jjM jedes der dNTPs, 1 x Vent-Puffer (Boehrin- 
ger Mannheim), 5 //g BSA und 1 U Vent DNA-Polymerase. Es wurden 30 Zyklen 



fl IG: 
His 6 : 
linker: 

pelB: 
P/O: 
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je 1 Minute bei 95°C / 1 Min. bei 55°C und 2 Minuten bei 75°C in einem PCR- 
Thermozykler durchgefuhrt. Die amplifizierte DNA wurde mit einem QIA-quick 
PCR-Reiningungskit (Qiagen, Hilden) gereinigt. 

Die amplifizierte DNA wurde danach in den von der Firma Stratagene vertriebe- 
nen Vektor pCR-Skript SK( + ), der mit dem Restriktionsenzym Srfl geschnitten 
worden war, "blunt-end" ligiert. Mutationen warden in der von OKT3 stammen- 
den v H -Domane durch gerichtete Mutagenese ("site specific mutagenesis") 
eingebracht (Kunkel et al., Meth. Enzymol. 1 54. S. 367-382 (1987)). Die 
Aminosauresubstitution an der Position H100A von OKT3 (Austausch von 
Cystein gegen Serin) wurde unter Verwendung des Primers SK1 5'-GTAGT- 
CAAGGCTGTAATGATCATC durchgefuhrt. 

Fur die Expression der erhaltenen mutierten DNA wurde der in Fig. 1 gezeigte 
Vektor pHOG21 (Kipriyanov et al., J. Immunol. Methods _1_96, S. 51-62 (1 996) 
eingesetzt, worin das mutierte OKT3-Einzelketten(scFv)-Gen als Ncol/BamHI 
DNA-Fragment inseriert ist. XL1-Blue E. coli-Zellen (Stratagene) wurden mit 
diesem Expressionsvektor transformiert und uber Nacht in 2xYT-Medium mit 50 
fjglm\ Ampicillin und 100 mM Glucose (2xYT GA ) bei 37 °C wachsengelassen. 
Verdunnungen (1:50) der Obernachtkulturen in 2xYT GA wurden bei 37°C unter 
Schutteln bei 37°C wachsengelassen. Sobald die Kulturen OD 600 = 0,8 erreich- 
ten, wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 1500 g fur 10 Minuten and 
20°C pelletiert und im gieichen Volumen frischem 2xYT-Medium enthaltend 
50/yg/ml Ampicillin und 0,4 M Sucrose resuspendiert. Es wurde IPTG auf eine 
Endkonzentration von 0,1 mM zugesetzt und das Wachstum bei Raumtempera- 
tur fur 20 Std. fortgesetzt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 5000g fur 
10 Minuten und 4°C geerntet. Der Kulturuberstand wurde auf Eis aufbewahrt. 
Um losliche periplasmatische Proteine zu isolieren, wurden die pelletierten 
Bakterien in eiskaltem 50 mM Tris-HCI, 20% Sucrose, 1 mM EDTA, pH 8,0 (5% 
des Ursprungsvolumens) aufgenommen. Nach einer Stunde Inkubation auf Eis 
mit gelegentlichem Ruhren wurden Spheroplasten bei 30000 g fur 30 Minuten 
und 4°C abzentrifugiert, wobei der losliche periplasmatische Extrakt als Uber- 
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stand und die Spheroplasten plus unlosliches periplasmatisches Material als 
Pellet anfielen. Der vorstehend auf Eis aufbewahrte Kulturuberstand und der 
losliche periplasmatische Extrakt wurden kombiniert und durch eine zusatzliche 
Zentrifugation (30000 g, 4°C, 40 Min.) geklart. Nach Filtrationen durch Glasfil- 
ter mit einer PorengroSe von 10-16 jjm und dann 0,2 jjm wurde das Volumen 
10-fach durch Konzentration mit Amicon YM10 Membranen (Amicon, Witten). 
Der konzentrierte Uberstand wurde durch Zentrifugation geklart und gegen 50 
mM Tris-HCI, 1 M NaCI, pH 7,0 bei 4°C dialysiert. Immobilisierte Metall-Affini- 
tatschromatografie (IMAC) wurde bei 4°C unter Verwendung einer 5 ml Saule 
von chelatisierender Sepharose (Pharmacia) beladen mit Ni 2+ und equiiibriert mit 
50 mM Tris-HCI, 1 M NaCI, pH 7,0 (Startpuffer) durchgefuhrt. Auf der Saule 
adsorbiertes Material wurde mit 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCI, 250 mM Imidazol, 
pH 7,0 eluiert. Nach Pufferwechsel zu 50 mM MES, pH 6,0 wurde das Protein 
weiter auf einer Mono S ionenaustauschsaule (Pharmacia) gereinigt. Der erfin- 
dungsgemaBe gereinigte scFv-Antikorper wurde in PBS (15 mM Natrium- 
phosphat, 0,15 M NaCI, pH 7,4) dialysiert. Fur einen langere Aufbewahrung 
wurde der Antikorper in Anwesenheit von BSA (Endkonzentration 10 mg/ml) 
eingefroren und bei -80°C gelagert. 
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K 2559 

Patentanspriiche 



1 ) Monoklonaler Antikorper gekennzeichnet durch einen Austausch von Cy- 
stein gegen eine andere polare Aminosaure an Position H100A des unter 
der Bezeichnung bekannten Antikorpers OKT3. 

2) Monoklonaler Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daft die polare Amino- 
saure Serin ist. 

3) Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daS dieser die in Fig. 2 angegebene Sequenz aufweist. 

4) Verfahren zur Herstellung des monoklonaler Antikorpers nach einem der 
Anspruche 1 bis 3 gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

a) Gewinnen von mRNA aus frisch subklonierten Hybridomazellen von 
OKT3 und Umschreibung zu cDNA 

b) Amplifikation der fur die variablen Domanen der leichten und 
schweren Kette kodierenden DNA mittels PCR unter Verwendung 
geeigneter Primer, 

c) Klonierung der unter b) erhaltenen DNA in einen zur gerichteten 
Mutagenese geeigneten Vektor sowie Einfuhrung der gewunschten 
Mutation unter Verwendung geeigneter Primer, 

d) Insertion der unter c) erhaltenen mutierten DNA in einem Expres- 
sionsvektor und Expression in einem geeigneten Expressionssy- 
stem. 
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5) Verfahren nach Anspruch 4, wobei die in Schritt b) verwendeten Primer 
Bi5, Bi8, Bi4 und Bi3f sind. 

6) Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei der in Schritt c) verwendete 
Vektor pCR-Skript SK(+) ist. 

7) Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6, wobei in Schritt c) der 
Primer SK1 5'-GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC verwendet wird. 

8) Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 7, wobei der in Schritt d) ver- 
wendete Expressionsvektor pHOG21 ist. 

9) Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 8, wobei die Expression in 
XL1-Blue E. coli-Zellen erfolgt. 

10) Verwendung des monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 1 
bis 3 zur Verminderung oder Ausschaltung einer TransplantatabstoBung 
durch einen Organtransplantatempfanger. 

1 1) Verwendung des monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 1 
bis 3 in der Tumordiagnostik oder -therapie. 
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K 2559 

Zusammenfassung 

Mutierter OKT3-Antik6rper 

Die voriiegende Erfindung betrifft einen durch eine Punktmutation an Position 
H100A mutierten OKT3-Antik6rper, Verfahren zu seiner Herstellung sowie seine 
Verwendung. 
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